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RESUMEN

El proceso de fabricacién del papel, la industria de la piel, la preservacién de maderas, asf como la
fabricacion de algunos insecticidas o herbicidas organoclorados generan aguas residuales con altos
contenidos de fenol y clorofenoles. Varios sistemas bioldgicos han sido empleados para el tratamienio de
dichas aguas residuales con resultados variables, pero con liisitaciones muy importantes en cuanto # las
concentraciones maximas a tratar y la generacion de lodos que contienen altas concentraciones de tales
compuestos. Los sistemas fisicoquimicos presentan altas eficiencias de remocién de fenoles, pero son
energéticamente costosos y también pueden generar lodos residuales. En este trabajo se planted la
transformacién/mineralizacion del fenol v clorofenoles por medio de una columna empacada con un
soporte muy econdmico, donde se inmoviliza la bacteria Psedudomonas fluorescens, capaz de llevar a cabo
las transformaciones bioquimicas antes mencionadas.

Se demosttd que fa bacteria Pseudomonas fluorescens es capaz de degradar clorofenoles y mezclas

de ellos atn en altas concentraciones (hasta 1,000 mg/l para algunos clorofenoles por separado y hasta 600
mg/l para una mezcla de cuatro clorofenoles). Las eficiencias de degradacidn de clorofenoles solos fueron
de por lo menos 95% en promedio. En el caso de las mezclas, las remociones fueron menores y variables,
Para el caso de las mezclas de 2,4DCF, 2,4,6TCF, 2,3,4,6TCF y PCF, Ias eficiencias de remocién como
clorofencles variaron entre 42.7 v 86.6%, para distintos TRH y concentraciones totales de las mezchs.
‘ Las velocidades de biodegradacion del 2CF, 2 4DCF, 2 4,6TCF y PCF, cuando se emplearon células
lihres son del orden de 4.6, 7.1, 3.9 v 3.3 mp/l.dia respectivamente, para conceniraciones iniciales de 100,
100, 100 v 50 mg/l. Cuando estos mismos compuestos fueron tratados con células inmovilizadas en tezontle
v empacadas en una columna operando en lote, las velocidades méximas fueron de 1,779, 1,669 , 1,765 y 204
mg/Ldfa para concenteaciones de 400, 500, 400 y 200 mg/l, respectivamente. Si se comparan las velocidades
a concentraciones iniciales iguales, se observa que las velocidades se multipiican por factores de 16, 10, 21 v
5, aproximadamente. Cuando los cuatro clorofencles fueron mezclados y alimentados a la columna en
operacion por lote, dependiendo de fa concentracién de la mezcia de clorofenoles, los valores de la
velocidad de biodegradacidn se vieron reducidos sensiblemente.

Cuando se eropled una columna de 5 litros de capacidad, en operacién continua y a temperatura
ambiente para tratar 2 los clorofenoles por separado, se enconud que los valores de la velocidad de
biodegradacién se vieron incrementados con respecto a aquélios obtenidos para las células libres, pero no
mayores que los encontrados al tratar a los compuestos especificos en un sistema inmovilizade trabajando
por lotes. El andlisis mulifactorial de algunos de estos resuitados demostré que cvando se tratan
clorofencles por separado en la columna, ni el tipo de compuesto, ni ef TRH por sf solos resultan
significativos para el valor de la degradacion alcanzado, sin embargo, una combinacidn de ambos factores sf
estd fuertemente ligado a la degradacidn alcanzada: Cuando se trata una mezcla de composicion constante y
con concentracion variable a diferentes TRH, Jos resultados demwuestran que la concentracion de la mezcla
es determinante sobte fa biodegradacién alcanzada en el sistema en continuo, mientras que ef TRH no lo es.
12 combinacion concentracion-TRH también afecta el desempefio del reactor de lecho fijo.

A partir de fas conclusiones de este trabajo se demuestra que es posible tratar corientes que
contienen uno o mds clorofenoles (hasta cuatro, por lo menos) haciendo uso de una columna empacada
con tezontle, en donde se ha inmovilizado la bacteria Pseudomonas fluorescens. 1as conceniraciones
mdximas a tratar por el sistema en el caso de las mezclas es de 600 mg/l. Ei pHide las corrientes debe estar
alrededor de la neutralidad, y la temperatura ambiente puede oscilar entre 9 y 28°C. El TRH que se requerird
es de alrededor de 15 horas. La adicidn de nitrdgeno al efluente a tratar, mejora ¢l desempefio de la
columna empacada. [a cantidad de células bacterianas debe estar en el intervalo de 1E04 a 1E08 UFC/g,
Con este sistema se esperan eficiencias de degradacidn de entre 43 y 86%.

e
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ABSTRACT

Paper fabrication process, leather industty, woods preservation, as well as some organo-chlorinated
insecticides or herbicides manufacturing generate wastewaters with hxgh phenol and chlorophenols content.
Several biological systems have been employed for those waste water s treatment, with vatiable results, but
with important limitations regarding the maximum concentrations to treat and the sludge with high
compound concentrations generation. Physical-chernical processes show high phenol removal efficiencies,
but they are energetically expensive and they can generate residual sludges. In this work it was proposed the
transformation/mineralization of phenol and chlorophenols using a column packed with a low-cost material,
where the bacteria Pseudomonas flowrescens, capable of those biochemical transformations, was previously
immobilized
Pseudomonas fluorescens was capable of degrading chlorophenols and chlorophenols mixtures,
even at high concentrations. (up to 1,000 mg/t for fome single chlorophenols and up to 600 mg/l for a 4-
chlorophenols mixture). Single chlorophenols degradation efficiencies were at least of 95% in average. For
mixtures, degradation efficiencies were lower and quite vartiable. For the 2,4DCPh, 2,4,6TCPh, 2,3,4,6TeCPh
and PCPh mixtures removat efficiencies as chlorophenols were in the range of 42.7 and 86.6%, for different
'HRT and mixture total concentrations.
Liiee 2CPh, 2,4DCPh, 2,4,6TCPh and PCPh biodegradation tates for free cells were in the range of 4.6,
7. 1, 3.9 and 3.3 mg/L.day respectively, for initial concentrations of de 100, 100, 100 and 50 mg/l. When the
- ‘same compounds were treated with the immobilized cells In tezontle and packed into a cofumn which
operating batchwise, the maximum degradation rates were as much as 1,779, 1,669 , 1,765 and 204 mg/l.day
for the initial compound concentrations of 400, 500, 400 and 200 mg/}, respectively. If degradation rates are
compared at same initial concentrions, it is observable that degradation rates are multiplied by 16, 10, 21
- and 5 fold, approximately. When the four chlorophenols weer mixed and fed to a baich operation column
- ~working at environmental tempetature, biodegradation rates values were reduced definetly, as a function of

- the chlorophenols mixtute intitial concentration.

When a 5 litres column was employed for the treatment of single chlorophenols streams, batchwise

- 'and at environmental temperature, it was found that the biodegradation rate values were incremented in
- respect to those values found for free cells. These values depend on the toxic compound, the nitial

- concentration, and the HRT. A multifactorial analysis of these results indicated that when single
hlorophenols streams are treated in the column, nor neither the compound type, nor the HRT were

:'}"Ei'z's"tétistically significant for the biodegradation value, Nevertheless, a combination of both compound type

' and HRT value is tightly related to the reached degradation values.

o When a given chlorophenols mixture at different total concnetrations is treated in the column at
different HRT values, the results showed that the total initial concentration determines the degradation
level, while HRT does not. The initial conentration-HRT combination also affected the fixed bead column
development.

From this work conclusion’s it was shown the possibility of treating single chlorophenols or

- “chlorophenols mixtures (up to four compounds) using a fezontle packed column where Pseudomonas

fluorescens was previously immobilised. Maximum total chlorophenol mixture concentration is 600 mg/l pH

values for the stream must be around neutrality, and environmental temperature must be between 9 and
28°C. The optimum HRT value is around 15 hours. Nitrogen addition will enhance sensibly the packed
column development. The amount of bactetial cells must be between 1E04 and 1808 CFU/g,.,.,.... Using this
system, efficiencies between 43 and 86% are expected,
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- ACF

" 2,3,4,6TeCF

245TCF
2,4,6TCE
24DCF
2,4DMF
2,4DNF
2NF

3CF
4,6DNoC

DB
DH/dt

—..DQo -
~DCHQ
DOT

EC50
EPA

ABREVIATURAS

2,3,4,6 tetraclorofenol
24,5 triclorofenol

2,46 wicloro fenol

2,4 dicloro fenol

2,4 dimetiifeno} *
2,4 dinitrofenol

2-nitrofeno!

3 clorofenol

4 6-dinitro-o-cresol

4 clorofenol

© 4-nitrofenol

aerobios heterdtrofos
dcido p-toluensulfonico

‘concentracion en el equilibrio

American Chemical Society Register Sysle'n
relacidn carbono-nitrdgeno

diclorobifenilo
" clorobifenilos

clorohidroguinona
concetracion de lorofenoles

. concentracion de clorofenoles mzczal :

clorofenoles totales
Comisién Internacional para la Proteccxon del Rm Rhin
concentracion

- carh6n orgdnico total

carbono orginico total inicial
demanda bioquimica de oxfgeno
diclorobenceno

velocidad de pérdida de humedad

‘demanda quimica de oxigeno

diclorohidroxiquinona
Department of Transportation USA
fuerzas centrifugas relativas

dosis letal media

agencia de proteccion ambiental
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I fenof

. BM Fatbead minnow (trucha arcoiris)
KT fenoles totales
Hum humedad |
k1 constante de la ecuacién cinética para concentracién de clorofenol
K2 constante de la ecuacidn cinética para concentracién de COT
K constante de la ecuacién de Freundlich
K indice de consistencia
- 1A . lodos activados
M masa de material adsorbente
ME metandgenos
MT microtox
n constante de la ecuacion de Freundlich
n indice de flujo
N Newtons
NE no evaluada
NI Nitrosomonas
NR - no reportado
OMS -Organizacion Mundial de Ia Satud
Pa pascales
PCB policlorobifenilos
PCF pentacloro fenol
pCMC - pcloron-cresol
- PM .. peso molecular
Q velocidad de alimentacidn
r - factor de correlacién
- 5AS = .,_':_'Sodio-suifonato de antraquinona
U TeCHQ 7 tetraclorohidroquinona
L TeCBQ . i tetraclorobenzoquinona
. TCHQ - riclorohidroquinona
~ TCHBQ - .- tricloro hidroxi benzoquinona
TCE . tricloroetileno
TRH tiempo de residencia hidrdulica
 UFC - unidades formadoras de colonias
UMA unidades de masa atémica
Ut unidades de toxicidad
v volumen del reactor
VBD . velocidades de biodegradacidn _
- VBD especifica . velocidad de biodegradacién especifica
X ~ cantidad de sustrado adsorbido
YPG - extracto de levadura, peptona de casefnayglucosa
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HIPOTESIS

- Considerando que:

- El uso de sistemas biolégicos con cepas puras ha sido exitoso para el tratamiento de corrientes

acuosas que contienen compuestos téxicos.

- Pseudomonas fluorescens es una bacteria con capacidad metabdlica para degradar fenol y‘

clorofenoles

- Los sistemas de biomasa fija se caracterizan por su alta eficiencia para degradar materia orgénica en

voliimenes menores de reactor en comparacion con los sistemas de biomasa suspendida.

- Los sistemas de biomasa fija se consideran id6neos. para €l tratamiento de corrientes téxicas, por el

“désarrollo de condiciones que protegen a los microrganismos de compuestos altamente téxicos.

= Se Pl"abon'e la siguiente hipdtesis de frabdilé}'_:_f;:"'__::-"" |

o Ia b&ctena Pseudomonas fluorescens inmovilizada en el soporte adecuado es capaz de tratar corrientes

acuosas que contienen clorofenoles o mezclas de ellos, atin en altas concentraciones (en el orden de

- cientos de miligramos por litro).




Por lo que se establece el siguiente :

" OBJETIVO -

Demostrar la factibilidad de degradar/transformar altas concentraciones de clorofenoles y mezclas de

ellos, por medio de la bacteria Pseudomonas fluorescens, inmovilizada en un soporte adecuado.
Metas especificas

a. Estudiar los aspectos bioquimicos y microbioldgicos de Pseudomonas flourescens, relacionados con

la transformacién/degradacién de clorofenoles (2-clorofenol, 2,4- didorofenoI 2 4 6- triclorofenol 2,3,4,6-

- tetraclorofenol, y pentaclorofenol especificamente).

‘b. Bvaluar las condiciones para la produccién masiva de células de'-P. fluorescens, asi como para la
inocufacién del reactor en donde se pondrén en contacto las soluciones de clorofenoles y el catalizador

previamente elaborado (columnas empacadas con distintos volimenes de trabajo). -

. ¢. Deterninar el soporte ms adecuado para la mmovilizacién de Pseudomonas fluorescens,

... comparando las propiedades. de algunos soportes . (arena, carbon actwado algmato de calcio y

- tezontle) y métodos de mmovﬂlzacmn (por atrapamiento yadsoraon)

d. Evaluar la transformacién/degradacién de los clorofenoles en una columna empacada operando en

lote, a temperatura controlada para definir las méximas concentraciones de los compuestos en las

solucmnes yel efecto de algunos parametros tales como la temperatura, el pH, y]a reIac:on C/N.

- e. Bvaluar la transformacién/degradacién de mezclas de los clorofenoles en una columna empacada

operando en lote, a temperatura controlada, Evaluar la toxicidad de las mezclas de clorofenoles antes y
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después del tratamiento. Asf mismo, medir la mineralizacién de las mezclas de  clorofenoles, como la
disminucion del COT.

. § -
f. Bvaluar la transformacién/degradacién de los clorofenoles en una columna empacada operando en
continuo, a temperatura ambiente. Determinar €l efecto del tiempo de residencia hidrdulica y la

_concentracién de los compuestos sobre Ia transformacién/degradacién de los compuestos.

g. Determinar el efecto del tiempo de residencia hidrdulica yla concentracién total de la mezcla sobre la
transformacion/degradacion de los compuestos. y medir Ja mineralizacién de los clorofenoles en el

sistema en continuo a temperatura ambiente.

TESS CON.
s | FALLA DE ORIGEN




1. Infroduccién

" 1. INTRODUCCISN

Mésico produce aproximadamente tres millones de barriles de petrdleo crudo diariamente (PEMEX,
| 1997). Se calcula que por cada 10,000 barriles refinados se producen casi 100 kg de fenoles (Nemerow,
1987), por lo que habrfa alrededor de 30 toneladas diarias de fenoles en nuestro pais procedentes de
‘ésta actividad industrial, distribuidas en productos, subproductos y emisiones al ambiente.

La Industria Quimica también es otro giro importante que genera fenoles. Ademds de la
petroquimica bdsica, la fabricacidn de sustancias quimicas bédsicas, fibras sintéticas, pldstico y sus
- derivados asf como la industria farmacéutica y la rama del hule, también generan fenoles. Tan sélo la
 petroquimica bdsica produjo casi® 25,000 toneladas de fenoles como producto intermedio en 1994

(INEGI, 1995).
~ Elproceso de fabncamép de papel, y en particular las etapas de coceién y blanqueo de pulpa,
genera aguas residuales con aitos contenidos de fenol y clorofenoles. la industria de la piel,
- preservacién de maderas yia fhbncacmn de algunos insecticidas o herbicidas organoclorados (fe. el
o deido 2 4 dmlorofenomacét!co), también conducen a la liberacién de este tipo de téxicos en aguas
'res1duales B
: la Agencxa de Protecc;én Arnb;ental de los Estados Unidos (Bnvironmental Protection Agency,

" USEPA) desarrollé una hsta de compuestos toxicos prioritarios para agua que comprende un centenar

. de compuestos divididos en 11 familias quimicas (pohcnchcos metales pesados, hidrocarburos lineales,

etc.). Una de ellas es la de los fenoles, que abarca el fenol (F), el 2-clorofenol (2CF), el 2,4-diclorofenol

(2,4DCF), el 2,4,6-triclorofenol (2,4,6TCF), el pentaclorofenol (PCF), el 2-nitrofenol (2NF), el 4-nitrofenol

. (4NF), el 2,4-dinitrofenol (2,4DNF), el p-cloro-m-cresol (pCMC), €l 4,6 dinitro-o-cresol (4,6DNoC) v el

2,4-dimetilfenol (2,2DMF). Otras organizaciones ambientales y de salud como la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) yla Comisidn Internacional para la Proteccién de Rfo Rhin (CIPR), han desarrollado
también sus propias listas de compuestos t0xicos prioritarios y consideran como sustancias toxicas al

fenol y al PCF (OMS), nlientra._s" que la CIPR considera al 2CF, el 3-clorofenol (3CF), el 4-clorofencl (4CF),
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el 2,4DCF, el 2,4,5TCF, el PCF, y el pCMC . La razén de ello es que los clorofenoles son compuestos
altamente toxicos. En la tabla 1.1 se observan los resultados obtenidos en diferentes pruebas de
toxicidad 'para algunos dex:',vados de sustancias fendlicas. Entre las pruebas que se utilizaron estdn el
uso de peces, como el Fathead minnow, €l uso de pruebas que emplean bacterias especificas, como
Vibrio fischeri (Microtox) y Nitrosomonas y el uso de mezclas complejas de microrganismos, como las

_pruebas con metanégenos, aerobios heterétrofos y sistemas de lodos activados.

Tabla 1.1. Valores de toxicidad para el fenol y algunos derivados fendlicos,
como dosis letal media (EC50), en mg/l.

Compuesto/ FM MT NI ME AH A*
Prueba
F 34 18 21 2,700 1,100 520
2CF 11 18 2.7 160 360 NR
24DCF 6.7 2 0.79 63 NR NR
2.4,6TCR 08 19 79 16 NR NR_
PCP (0.09)° {0.735)" 0.06 0.04 MR 26
4CR NR 0.95 0.73 270 98 NR
2NF 100 21 1 12 11 7
4NF 27 64 2.6 4 160 NR
2 4DNF- NR MR MR 0.01 NR 110
24DMF NR NR 0.78 890 440 190

M, Fathead minnow; MT, Microtox; NI, nitrosomonas; ME, metanogenos; AH, aerobios heterdtrofos; LA, lodos activados, NR, no

reportado; * calculado por medio de I correlacion establecida.
- Referencia: Blum y Speece, 1991, excepto *; de Volskay y Grady (1988)

“ De la revision de esta tabla se concluye que los compuestos clorofendlicos presentan altos'l_: o
| lores de toxicidad (ie. , bajos valores de EC50, en el orden de 0.735 2 21 mg/l), con excepcién de los

: istemas anaerobios, poco comunes en los sistemas acudticos. También es importante resaltar que los”

.. efectos medidos pertenecen a los conocidos como toxicidad aguda, ya que la toxicidad crénica se

_evalua por otros métodos,

" Enla tabla 1.2, se muestra un resumen de los limites mdximos permisibles en cuanto a fenol y
clorofenoles para sus diferentes usos. En todos los casos el nive! de concentracién de la sustancia

""" t6xica permitido es stimamente bajo (0.00003-0.3 mg/).

Por otra parte, esta tabla resalta que los limites para los diferentes compuestos fendlicos para

- abastecimiento potable, sean como sigue: el fenol se permite en una concentracién 10 veces mayor que
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el 2-clorofencl y el 2,4-diclorofenol, Estos a su vez, en tres veces el limite permitido para el 2,4,6-
triclorofenol. Finalmente, el triclorofenol presenta un limite de concentracidn 30,000 veces mayor que fa

del pentaclorofenol, relaciones de valores que no tienen fundamento alguno.

Tabla 1.2. Calidad requerida para usos de agua en México,. Los valores estin en mg/l

* Compuesto Fuente de Recreativo Proteccién de lavida | Proteccion de Iz vida acudtica
: abastecimiento de contacto acudtica dulce marina
agua potable primatio
Fenol ) 0.3 0.001 0.1 0.06

2CE 0.03 ‘KR ' 0.04 . 0.1

24 DCF 0.03 NR 0.02 NR

2461CF 0.01 NR 0.0 NR
PCF. 0.00003 NR 0.00004 0.00004

Fuente : Criterios ecoldgicos de calidad del agua prublicados en el Diario Oficial de Ja Federacion del 13 de diciembre de 1989,
'NR, ne reportado.

Enla tabla 1.3, se muestran aigunos efluentes industriales que contienen fenol y clorofenoles,

s+ reportados en la literatura y especificamente en Ia base de datos del Risk Reduction Engineering

- Laboratory (RREL) de Ia USEPA. A pesar de que se cuenta con poca informacion, de a tabla anterior se

.. puede destacar que los giros industriales relacionados con la generacidn de este tipo de compuestos

"“san la refinerfa, tintorerfas, conversién del carb6n, pinturas, industria quimico-farmacéutica, e industria

- del papel y la madera, entre otras. Las concentraciones de los compuestos en estudio van de 0.1 a

~.+1.6,000 mg/l, aunque las concentraciones tipicas se encuentran en el intéﬁa_l_c_n’fde 0.1 2 312 mg/l. Valores

que demuestran la pdsibilidad de hallar elevadas concentraciones en las d'e‘scargas.

. Enlatabla 1.3. se muestra el criterio de uso de agua permitido.para cada tipo de clorofenol, asi
como la eficiencia necesaria para alcanzar ese limite en cada caso, Las eficiencias requeridas oscilan
entre 95 v 99.99% para el fenol; 83 y 99 para el 2-clorofenol, 70 y 99.9% para el 2,4-diclorofenol; 63 y
© 99.99% pata el 2,4,6-triclorofenol ¥ 50-99.9% para el pentaclorofenol. 2 '

La biodegradacién de xenobidticos tdxicos y recalcitrantes es una alternativa realista para el
control de I2 contaminacién . Ocurre debido a la capacidad de los microrganismos para metabolizar la
materia organica mediante sistemas enzimdticos y producir diéxido de carbono, agua y energia (si se

realiza en ambiente aerobio). Existe un gran nimero de moléculas que son susceptibles de ser
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biodegradadas por consorcios microbianos o cepas puras en ambientes aerobios, anaerobios o
andxicos (Torres et al, 1997¢). La bacteria que se emplea en este estudio fue aislada de sedimentos
marinos y' caracterizada preliminarmente como  capaz de .degradar fenoles y 4cido 2 4-dicloro
fenoxiacético (2,4D). Una de las primeras tareas de este estudio fue el corroborar la capacidad
metabélica de la bacteria. _

El estudio de la degradacién de fenol y clorofenoles por medio de un sistema de biomasa fija,
empieéndo la bacteria Pseudomonas ﬂuofescens, es importante pei se, ya que dichos compuestos
tienen una presencia importante en las aguas residuales de varias industrias de importancia para el pafs
muy especialmente la industria petroguimica, como se ha comentado.

Por otro lado, la familia de los fenoles se ha constituido como un modelo interesante de estudio
en cuanto al tratamiento de corrientes que contienen compuestos téxicos. La determinacin de fa
factibilidad y las condiciones generales del proceso facilitard la comprension del fenémeno aplicado a
cualesquiera otros compuestos tdxicos de interés.

Una forma ventajosa para hacer uso de esta capacidad, es la inmovilizacién de las bacterias. Los
biocatalizadores pueden definirse como células, enzimas u organelos microbianos localizados en una
regién definida, que retienen sus actividades cataliticas y pueden usarse en forma repetida. Las
principales formas de inmovilizacién son: la adsorcién en un soporte inerte y el atrapamiento en una
matriz polimérica. Los catalizadores ‘han sido ampliamente usados en las industrias farmacéutica,

qw’mica y de los alimentos. Alguﬁas de estas herramientas han sido poco utilizadas en el tratamiento de

aguas residuales industriales, aunque exzsten algunos antecedentes en la 11teratura (Beluran et al.,1997).

El presente trabajo analiza la aphcaczon de diferentes tipos de soportes para fijar la bacteria
 seleccionada yllevara cabo la degradacién/transformacién de fenol y clorofenoles.

En cuanto a las principales vias de degradacién del fenol y los clorofenoles, se puede decir que

Ia primera clasificacién de la viz metabélica es Ia que comprende la via aerobia y Ia via anaerobia. En la
figura 1.1, se muestran los di'ag'ra.mas de dichas vias aerobia (A) y anaerobia (B) (Field ez dl., 1995).

Un aspecto que vale la pena resaltar, es el hecho de que mucho se ha discutido en la literatura

la conveniencia del tratamiento de fenol y clorofenoles por una u otra via. Los trabajos de Field et al.,

1995 han sugerido que quizas la mejor opcion serfa la combinacion de dos etapas (anaerobia y aerobia),

para maximizar Ja degradacién de tales compuestos. Este trabajo se limita al estudio de la fase aerobia,
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con el objeto de conocerla a fondo vy llegar hasta las condiciones de operacién idéneas para el proceso

para la degradacidn de los clorofenoles y sus mezclas .

H

Tabla 1.3. Concentraciones de fenol y clorofenoles en algunos efluentes industriales.

Sustancia Fuente Concen- Criterio de uso Eficiencia Referencia
Toxica : tracion, mgl | deaguapara requetida, %
suministro
mg/l
Fepol Tintorerias 29 |- 0.3 L9833 Tyagi v Vembu ,1990
Fenol Conversionde | 6,080 03 49.99. Singer et al, 1977
carbon ‘ Singer v Yen, 1980
Fenol Ind. Quim. Farm. 17 - 03 9823 RREL, 1994
Fenol PEMEX 6,000 0.3 99.99 Comunic. personal, 1996
2CT Ind, Ouim 0.178 0.03 83.14 RREL, 1994
2CF Superfund .54 0.03 94,44 RREL, 1994
2CF Ind quimica 4.2 0.03 59,28 RREL, 1994
24DCE Ind. papel 0.1 0.03 70 RREL, 1994
24DCE Apuas subterrineas 0.145 .03 79.31 RREL,19%4
2.4DCF Tad. Quimica 312 9.0% 99.19 RKEL, 1494
24DCE Ind. Quim, 12.9 0.03 . 99,76 RREL, 1594
24DCF Ind.Elect, 2375 0.03 __99.87 RREL 1994
2.46TCF Ind. Pulpa 0.027 .01 6290 Haggblom ¢ Salkinoia, 1991
- 2461CE Ind. Quitm, 0.05 0.01 80 RREL,1994
246ICF - | Aguasubterr, _ 0.88 001 98.86 RREL 1994
24GTCF Jnd. Quim 0.77 0.01 9870 RREL 1994
2461CF - Ind. Quim. 135 0.01 9999 RREL 1994
R Ind. pulpa 1781 0.03 9983 Tbarra y Rodriguez,1993
PCF Ind. Quim. 2.58 0.03 9825 RREL, 1994
_PCE : Ind. Quim, 4 0.03 {9885 RREL, 1994
PCF Ind. madera 34 0.03 99.11 RREL,1994
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Figura 1.1. Degfadacién aerobia (A) y anaerobia (B) del fenol. Field_ ét_ 'al;, 1995.

Para cumplir con los objetivos planeados al inicio de b tesis, se desarrollan los siguientes

. -capitulos:

Enel capltulo 2, s¢e presentan algunas caracteristicas del fenol y los cforofenoles, los soportes
mas comunes para la mowhzamon de células, las vias de degradac:lon de Ios clorofenoles y otros
conceptos lmportantes para entender el desarrollo del trabajo. También se presenta un estado del arte
en la biodegradacién de compuestos tdxicos por medio de sistemas de biomasa fija, con el objeto de -

definir las oportunidades de aportacion de este trabajo. En el tercer capitulo se discute la forma en que
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se pretende confrontar la hipdtesis general del trabajo. Se mencionan las diferentes etapas
experimentales del proyecto y se describen unc 2 uno los materiales y metodologfas utilizadas.

Los principales r?sultados del trabajo se presentan de forma cronoldgica, tabulados y
graﬁcados en el capitulo 4 de manera que se destaque la aportacidn de este proyecto. También se
discuten las concordancias y discordancias existentes entre lo encontrado aquf y lo descrito en los

trabajos publicados en la presente década en libros y revistas de circulacién internacional,
Bnel capftulo 5 se resumen las aportaciones del trabajo. También se mencionan algunas

recomendaciones en cuanto a las lineas de investigacion futura,

TS GOn
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2. Antecedentes

2. ANTECEDENTES

- 2.1 Caracteristicas generales del fenol y los clorofenoles

Fl fenol ylos clorofenoles son usados como materia prima para la elaboracién de otros productos. Por
ejemplo, de explosivos, fertilizantes, pinturas, resinas, textiles, drogas, perfumes, baquelita y jabones.
Ademds, el 2,4,6TCF y el PCF se utilizan como germicidas, bactericidas y conservadores de madera, en
tanto que el PCF es un conocido defoliante.

Los fenoles y sus derivados clorados son conocidos como desechos pehgrosos y algunos
tienen caracteristicas de sustancias peligrosas y/0 carcinogénicas. En la tabla 2,1 se muestran las
principales caracteristicas del fenol y los clorofenoles abordados en este estudio. En la sexta columna
de dicha tabla se presentan los valores mdximos recomendados para la protée:ciér;]_de_ la vida acuitica
dulce, salada, asi como para la proteccién de Ia salud humana (Garcia, 1992). En algunos casos se hace
la distincién entre los valores de toxicidad crénica y toxicidad aguda. o

2.2 Mecanismos de degradacion

En el anexo A se presentan los mecanismos propuestos para la degradééién' dei mono-, di- y
triclorofenol por un lado y para el pentaclorofencl, por el otro. Cabe des'ta:c'ar'.'q'ue muchos otros
compuestos t6xicos cuando se degradan, son transformados en clorofenoles, por lo que €l estudio de
la degradacién de. estos compuestos contribuye al estudio de su remocion (figura 2.1). Los
clorofenoles derivan en cloroanisoles o clorocatecoles que -aunque en menor grado~ siguen siendo
téxicos. De ah{ la importancia de encontrar un método que transforme a todos los compuestos

anteriores en sustancias que no constituyen un problema para el medio ambiente o la salud humana.
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Figura 2.1. Vias de degradacién que pué.d'e;i éﬁélucionat a clorofenoles.
Refereacia: Rochkind-Dubinsky et al., 1987.
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Tabla 2.1 Caracteristicas toxicoldgicas del fenol y algunos clorofenoles.

Com- Peso | Otros nombres Clasificacion Designacién | Limite maximo | Nmero de codigo
puesto | Molecular . DOT recomendado CAS
toxico
R 94.11 Hidroxiben- Desecho peligroso, Veneno B 10.20 mg/ ta® CAS-108-95-2
ceno Sustancia peligrosa 256 mg/l . :
Ac. Fénico 5.50 mg/l tab
Ac. Fenilico c
350 me/t
2CR 12856 o-DCP Desechc? peligroso | Debe contener 438 mg/t 1a? CAS-95.97.8
el simbolo (X) 0.1x10'5 me/C
24 163.0 2,4DCP Desecho peligroso 202 mlta* CAS-120-83.2
DCF 3.65 mg/ 1
3,090 ma/t®
24,6 197.45 2341CD Carcingeno ORMA 0.97 i tc* CAS-88-06-2
TCF Dowcid23 potencial, Sustancia 1‘2}(10-2 m g/lc
peligrosa, Desecho
peligroso
FCE 26635 Dowcid Sustancia peligrosa, ORME 55}(1[)'2 mg/l ta® CAS-608-935
- BC7 Desecho peligroso 3'2}{10—2 me/l i
_ Dowcid-G 53}(10-2 g/l tab
Monsalvo Penta- Y b
Penclorol 340" mpllte
101 mg/°

*proteccion de la vida acuitica dulce, tc-toxicidad cronica, ta-toxicidad aguda, Ac-dcido.

bp'roteccién de la vida acuatica salada

“proteccién de la salud humana

~ Adaptado de: Garcia (1992) S o

2.3 Pseudomonas fluorescens

El género Pseudomonas comprende bacterias rectas o ligeramente curvadas, no helicoidales, con

dimensiones de 0.5-1.0 x 1.5-5.0 micras. Muchas especies pueden acumular poli-(-hidroxibutirato como

reserva de fuente de carbén. No se conocen estados de latencia en bacterias de este género, Son

células Gram negativas cuya movilidad se da a través de uno o varios flagelos.

Ademds, las Pseudomonas son aerobias con metabolismo respiratorio estrictamente aerobio

con el oxigeno como aceptor final de electrones. En algunos casos el nitrato también puede ser

utilizado como aceptor alterno, permitiendo el crecimiento en condiciones anéxicas. La mayor parte de
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las especies no crecen en condiciones de acidez, no requieren factores orgdnicos de crecimiento, son
oxidasa positivas o negativas, catalasa positivas y quimiorganotréficas. Algunas especies son
quimiolitétrofas, capaces de usar hidrégeno o mondgido de carbono como fuente de energfa. Algunas
espécies son patégenas dé humanos, animales o plantas.

Las especies mds conocidas del género son: P. aeruginosa, P. alcaligenes, P. cariophylli P,

chloraphis, P. putide. y P. fluorescens. En el caso de P. fluorescens se han reportado cinco biovares

importantes ‘(deli al V), que difieren entre si por caracterfsticas como la produccién de pigrﬁentos,
fitopatogenicidad, rutas de degradacién del protecahuate, la formacién de levana, la utilizacién de
aztcares especificos yla presencia de la enzima lecitinasa ( Holt et al., 1994).

El género Pseudomonas ha sido mencionado en la literatura por su abundancia e inocuidad en
general, asi como por sus interesantes capacidades metab6licas. Algunos de los sustratos que se han
reportado que degrada exitosamente son: plaguicidas, herbicidas del tipo organofosforados, 4cido 2,4

. dicloro fenoxiacético, 4cido piperonilico, fenol, 4-clorofenol, 3,4-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol, 2,3,5,6-
tetraclorofenol,  pentaclorofenol,  1,4-diclorobenceno, " 3-diclorobenzoato,  2-metilbenzoato,
3 '."poli‘etilenglicoles, tolueno, p-ileno, bencenc, _"_.a_(;]..orobenceno, etanol, butanol, octanol, 24-

dinitrotolueno, y cloro-alilcohol (Torres et al, 1997a),

: 2.4 Soportes disponibles para la inmovilizacion de células degradadoras
. de compuestos

Los métodos de inmovilizacién mds usados para enzimas y células completas son:

- Por atrapamiento

- Por enlace

Entre los primeros encontramos al atrapamiento en una matriz y la microencapsulacién, Entre
‘los segundos, a la inmovilizacién por adsorcién, por unién al soporte y por entrecruzamiento (ver
figura 2.2) En la tabla 2.1. Se muestran algunos de los sistemas mencionados en la literatura, tanto

- como para bacterias como para mezclas de ellas en la degradacion de compuestos especificos.
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{a} Células adheridas a una superficie (b) Células atrapadas en una matriz porosa

solucién nutritiva
solucion nutritiva

e SCRRr T cfrr o, .

soporte de la biopelicula

membrana
semipermeable

sojucion nutritiva solucién nutritiva

microcapsula

"+ (6) Células contenidas tras una barrera (d) Célutas agregadas

: .Figu;_:i 2.2, Tipos de inmovilizacién de células complétés.

Fuente: Karel et al., 1985,

'_'Reciéntément_e,-el atrapamiento de células en polfmeros naturales ha despertado el interés en
su aplicacién. El usn de las soluciones de polimeros lleva a la problemdtica de entender el

comportamiento de flujo de dichas soluciones, es decir, sus caracteristicas reolégicas.
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Tabla 2.2. Matrices utilizadas para la inmovilizacidén de bactetias puras o mezclas.

Matriz l Referencia
Soportes rigidos naturales:

§

Agregados de arcilla granulada Westmerter v Relim (1987)
Arcilla granular Belfanz y Rehm (1997}
Madera : . Amentate ef gl. (1992)
Vidrio . Morsen y Rehm (1990)
Arena ‘ Belfanz y Rehm (1991), Silva y Campos (1996)
Cerdmica Hendricksen et @l (1991), Favael ol (1996), Seipner et al. (1993)
Silica . . Pohakka ef 2f.. (1991), Armenante et gf. (1992
Celita . Anselmoet al... (1989), Puhakka et 4l (1992), ibidem (1999) -
Carbén activado , Ehardt y Rehm (1985), Morsen y Rehm (1987), Bhardt y Rehin (1989}, Morsen v
Rehm (1990)

Polimeros naturales:

Alginato de ealcio Westmeier y Rehm (1985), Keweloef a/.. (1989), Zache y Rehm (1989), Lee et al..
(1994), Bac et al.. (1997)
Quitosan-alginato Zache v Rehm (1989)

Polimeros sintéticos:

Espumaz de poliuretano Anselmo v Novais {1992)
Poliacrilamida-hidracida Bettman v Rehm (1985)
Soportes estructuyados de plistico Seipner ef al., (1993)
.- *Mezcladores estdticos de pldstico Ehlevnikov y Peringer (1996)

'2-.__'5 Reologia de las soluciones de polimeros naturales

"11:_.'.2Las soluc:ones de polimeros naturales, tales como €l alginato de sodio, la carragenina, la dextrana, la
ievana la goma xantana, el algarrobo, la gelatxna etc. presenian un comportamiento reolégico
'complejo, esto es, un comportamiento no-Newtoniano (la viscosidad es una funcién de l

- temperatura, la velocidad de deformacion y/o el tiempo). La relacion Viscdsidad-velocidad de
e deformacién para muchos de estos fluidos puede ser descrita por modelos sencillos como la ecuacién
~ de Ostwald de Weale (o ley de Ia potencia), la ecuacién de Carreau, y la ecuacién de Casson, entre

otras. La ecuacion mds sencilla de éstas, es la que establece I ley de potencia

p=K" M
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Por definicidn
w=/y - (2)
entonces ! '
p=K ! 3)
)
donde

. esfuerzo cortante #nPa
2

1

T

K: indice de consistenciaen N s® m
vy : velocidad de deformacidn en s”
n

: indice de flujo, adimensional

2.6 Biodegradacion de compuestos toxicos por medno de sns&emas de
‘biomaosa fija |

Varios trabajos han s1do reportados en los dltimos afios relatlvos a] uso de m1crorgamsmos especificos
- -inmovilizados en soportes diversos (en sistemas denominados. ﬁltros aeroblos sumerg1d0=) Entre los
- més interesantes se encuentran los que a continuacion se detalian y que se _resumen enlatabla 23y
24y2.5: | o
* Bettman y Rehm (1985) emplearon la bacteria Pseudomoms putzda mmovzhzada en el polimero

sintético poliacrilamida-hidrazida para el tratamiento de corrientes sintéticas que contenfan fenol en
concentraciones de 1,000 a 5,000 mg/. Ellos traba;aron con un reactor tipo air- it de 900 ml de
capacidad total y 100 ml de soporte. En cierta etapa del proceso contmuo se ad1c1onaxon de 252 65
mg/] de 4-clorofenol o 30 mg/l de o,m,p cresoles, Estos autores concluyeron qux, sara los expetimentos
en condiciones es'tériles,' se pueden alcanzar tasas de degradacién dehasta 7,200 mg/l.dfa, mientras
que para condiciones no-estériles, las mdximas tasas encontradas fueron de alrededor de 3,120

mg/L.dfa. Bl 4-clorofencl y el cresol adicionados fueron consumidos totéifi_lénte durante la experiencia.
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Tabla 2.3 Resumen de los soportes y los microrganismos empleados en la biodegradacién de

compuestos toxicos por medio de sistemas de biomasa fija.

Soporte utilizado

* Sistema - i Microrganismos utilizados Referencia
Matgaz agitado Alginato de calcio Mezcla de mjcrorganismos definidos Lee ef al (1994)
Lote, quimiostato y columna Stlica y madera P. crysosporium ~ Armenante et
empacada ul (1990
Matraces agitados Alginato de calcio Pseudomonasy Aribrobacter ; Bae ef al. (1996
Reactor de lecﬁo fluidificado Arena Pseudomons pulida Silva y Campos {1996)
Reactor dé biocapa de Nirguno Mezcla no identificada Arvin (1991)
cilindros concéntricos
Reactor de lecho empacado Soporte cerimico Psevdomonas sp. Fava et al, (1996)
Reactor de fecho empacado Soportes estructurados de Licor mezelado de lodos activados | Seignezef al (1893)
ceramica
Reactor de lecho empacado Mezcla-dores estaticos Comanmmonas testosteron; Klevnikov y Peringer
{1996}

Reactor de lecho empacado Nueve diferentes soportes mezcla proveniente de lodos Deron et al. (1997)

activados

Reactor de lecho fluidificado Celita Mezcla proveniente de lodos

Puhakka ef al. (1995)

activados

Westmeier y Rehm (1985} utilizaron la bacteria Alcaligenes sp. inmovilizada en esferas de alginato

S -~de calcio para el tratamiento de efluentes que contenian 4-clorofenol en concentraciones de 385514

mg/l. Encontraron actividades entre 269 y 514 mg/l por dfa.

Zache y Rehm (1989) utilizaron, un co-cultivo de Cryprococcus elinovii y Pseudomonas putida

'§'-_-iMOVilizadas en esferas de alginato de calcio-quitosano, para el tratamiento de fenol. Estos

. investigadores reportaron que el sistema fue capaz de degradar el fenol en concentraciones de hasta

: _:.5-i'3,200 mg/l en cultivos semicontinuos. Por otro lado, encontraron que en operacién continua el sistema
alcanz6 productividades de hasta 9,840 mg/l.dfa.

Arvin (1991) ha trabajado exitosamente con un reactor de cilindros concéntricos y biocapa

: formada por microrganismos provenientes de plantas de tratamiento de aguas residuales industriales,

en el tratamiento de TCE, TCA, cDCE y tDCE en concentraciones de 1.2, 1.1, 4 y 2 mg/l,

| respectivamente, Utilizando tiempos de residencia hidréulica de ‘hasta 0.2 dias se obtuvieron

remociones del 23, 25, 31 y 97% de los diferentes compuestos. En el caso de el cis y trans DCE se

presentd la formacion de epéxidos . Las velocidades de degradacién de los compuestos se expresaron
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en miligramos desaparecidos por drea de bio-capa por unidad de tiempo, pot lo que se hace dificii la
9 \ v
comparacidn con otros sistemas.

‘ :
Tabla 2.4 Resumen de los compuestos tratados y las velocidades de degradacidn alcanzadas.

Compuestos tratados Concentracion inicial (mg/l) Velocidad de
Biodegradacion
(mg/l.dia)
F 500 454
2CE . 35 13
2,4DCE 40 80
2CE 500 vatiable, segin el sistema
B, 4CF, 24.0TCH vy mezcla 03mM -
F 1588 : 1,430
FCR, TCA, cDCE y tDCE | 12
1.1
4
PCR 'sYCBA's )
SAS 1200 170
F 4,800 280
p-ioluen sulfonato de sodio 114 ‘ 404
| SAS 12 83
' 2346TeCE . 1,500
2,4,6TCF
PCEy mezcla

- lmo YN ovais (1992) trabajaron con el hongo Fusarmm Jlocciferum inmovilizado en espuma

L ':de pohuretano en un reactor ag1tado (15 litros de voiumen activo, pH= 4 a 4.5, 300 rpm, T== 25¢C)

para ¢l tratamiento de efluentes sintéticos que contenfan dnicamente fenol como fuente de carbono.
Ellos encontraron que para un factor de dilucién de 0.069 hrl, alimentando cargas de 500 2 1,500 mg/l

 de fenol, se alcanzan velocidades de remocién de 2,400 a2 5,760 mg fenol A.dia
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Tabla 2.5 Eficiencias alcanzadas por los sistemas en relacién con el TRH.

Tipo de reacior Eficiencia alcanzada TRH (horas) Referencia
. (%)
Esferas de algidato de E: 96 264 Lee et al. (19%4)
calcio en matraces 2CF: 97 648
Lote, quiniostato y 2CF: variable variable Amenante e?
columna empacada al .(1992)
Matraces agitados F: 100 15-116 Bae et ai. (1596)
CR100 20-90
240TCRI00 20-90
Reactor de lecho F: 729973 0.56-70 Silva y Campos
fluidificado (1996)
Reactor de biopelicula TCE: 23 438 Arvin (1991)
.continuo . TCA:25
¢DCE: 31
tDCE: 97
Reactor de lecho 25dCB; 70 150 Fava et al. (1996)
empacado 2,3dCB: 75
2,4dCB: 30-40
3,3dCB: 45
44dCB: 90
Reactor de lecho SAS: 99 0.0136 Seignez ef al, (1993)
empacado F: 99 .
Rezctor de lecho p155:99 0.15-04 Klevnikov y Peringer
empacado {1996)
Reactor de lecho SAS: 99 0.134 Deront et &/, (1997)
empacado
Reactor de lecho , “Mezcla: 98 15 Puhakka e al (1595)
fluidificado . B N

Arménante et al. (1992) , empiea{fbn éi hongo filamentoso Phanerocate chrysosporium para la
degradacion de 2CF. El microrganismo fue inmovilizado en un derivado de silica y en astillas de madera.
Se emplearon diferentes sistemas para determinar cudl es el iddneo para tratar este tipo de efluentes.
. Entre los sistemas empleados estd el rgé‘ctbf batch, el quimiostato y la columna empacada, En eéte,
f:rabajo se concluyd que el 2CPh es suséétitible de ser degradado hasta en concentraciones de 500 mg/l
~yque la opcidn mds promisioria a utilizar es el reactor tipo columna empacada
Seignez et al (1993) emplearon un reactor de lecho empacado con soportes estructurados de

" cerdmica, inoculado con el licor mezclado de una planta de tratamiento tipo lodos activados, Ellos
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demostraron que es posible tratar el sodio-sulfonato de antraquinona (SAS) v fenol en cargas de hasta
4, 080 mg/tdia y 6,720 mg/.dia, respectivamente (con diluciones de 0.149 y 0059 h). Las
concentraciones iniciales difﬁ los sustratos fueron 1,200 y 4,800 mg/1.

Lee et al, (1994) utilizaron una mezcla de seis microrganismos identificados, en el tratamiento de

efluentes que contenfan fenol yalgunos clorofenoles. Compararon las eficiencias de los microrganismos
libres contra los mismos inmovilizados en esferas de alginato de calcio, Encontraron que las células
inmovilizadas alcanzaron velocidades de remocién de 181a 1000 mg/l.dfa para concentraciones de fenol
entre 200 7500 mg/l, de 102 12.96 mg/l.dfa para concentraciones de 10 a 35 mg/l de 2-clorofenol y de 40
a 80 mg/.dfa para concentraciones de 20 a 40 mg/l de 2, 4-diclorofenol.

Lee et al., (1994) emplearon una mezch definida de microrganismos, inmovilizados en esferas de
alginato de calcio en el tratamiento de 2 clorofenol (2CPh), 2,4 diclorofenol (2,4DCF) y mezclas de ellos.
Como reactor emplearon matraces agitados. Otros detalles pueden ser consultados en Lee et dl.
(1994). Los principales resultados del trabajo son los siguientes. Elsistema fue capaz de tratar fenol en
concentraciones de hasta 500 mg/l con velocidades de degradacién de 454 mg/l.dfa. En cuanto al 2CPh,

la mdxima concentracion tratada fue 35 mg/l v la velocidad de desaparicién del compuestc 13 mg/l.dfa.
Finalmente, el 2,4DCF fue tratado en concentraciones de hasta 40 mg/l con velocidades de remocién de
80 mg/ldia.
“ Puhakka et al (1995) emplearon un reactor de lecho fluidificado para el tratamiento de mezclas
_que contienen 2,3,4,6TeCPh, 2,4,6TCF y PCF. Este reactor emplea soportes tipo celita (un mineral
- ',-"';ém.pleado con frecuencia para inmovilizar microrganismos) inoculados con microrganismos de lodos
-'_ééﬁvados. En este trabajo se reportan actividades de 1500 mg/.dfa con un tiempo de residencia
hidréulica de 45 min (degradacién del 99%).
Silva y Campos (1996) emplearon un reactor de lecho fluidificado con capacidad total de 3.3
litros. Pseudomonas putida fue el microrganismo inmovilizado en arena fina (0.25 mm de didmetro). El
_."reacmr se trabajé 2 un pH entre 7.3 y 8.9 y las velocidades lineales del aire fueron fijadas entre 0.299 y
1.8 cm/s. Se alimentaron con concentraciones entre 513 y 1,588 mg/l de fenol al reactor.

Los tiempos de residencia hidrdulica oscilaron entre 0.56 y 7.01 horas. (lo que equivale a cargas
volumétricas de 2,200 a 7,820 mg fenol/ldia). En este trabajo se reportan las concentraciones de

* nitrégeno total, nitrégeno amoniacal y fésforo, en las corrientes de alimentacién y salida del sistema. A
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partir de estos datos se reportan las remociones de cada uno de las especies en el reactor. Un factor
interesante del trabajo es la medicién de oxigeno disuelto en la entrada y salida del sistema, ya que el
sistema es aerado, |
* Khlebnikov y Péringer (1996) Hevaron a cabo trabajos para la degradacién de 4cido p-
toluensulfénico (APTS). Utilizaron un reactor de lecho empacado estructurado (mezcladores estiticos
~de polipropileno), inoculado escencialmente con Comamonas testosterond, aunque localizaron en el
biopelicula otros dos microorganismos no degradadores de APTS. El volumen de este reactor fue de
8.2 litros y un ‘area disponible para la adhesion del biopelicula  de 2 m?* El reactor fue aerado a
velocidades de 0.5 a 4 litros/min y el pH fue controlado a 6.9 +/- 0.1 unidades. Aunque la temperatura
no fue controlada, permanecio relativamente constante a 28° C. Bl reactor se trabajé a una velocidad de
recirculacién de 6.5 litros/min.

Alimentando 1,140 g/1 de APTS, se encontraron eficiencias de remocidn entre 25 y 100% v
velocidades de degradacién de 2,400 a 4,800 mg C/Ldia (trabajando a diluciones de 0.152 0.4 h'}). Ia
velocidad de degradacion resulté ser ligeramente dependiente de la velocidad de aereacidn para bajos
valores de dilucién (aeraciones entre 0.5 y 4 I/min).

Un aspecto interesante del estudio es el efectuado con respecto al efecto del retrolavado del
filtro. Los autores aseguran que s¢ puede controlar el espesor de la biopelicula, retrolavando el sistema
aproximadamente cada 70 horas de operacidn. A partir de los datos de operacién y algunas
consideraciones tedricas, Khlebnikov y Péringer calcularon el hold-up y el espesor del Iz biopelicula 2 lo
largo de 100 dfas de operacion, en donde se demuestra que los valores estacionatios se alcanzan
alrededor de los 68 dias de operacidn,

Song yKwon (1996) trabajaron con un filtro aerobio sumergido para el tratamiento de aguas
residuales municipales sintéticas. Aunque el trabajo no estd relacionado con la presencia de
clorofenoles, es interesante en cuanto la operacién del filtro biolégico bajo diferentes cargas y
| condiciones. Dicho filtro fue empacado con distintos empaques entre los que se encuentran la grava,
cubos de red metilica y mallz. Bl filtro fue operado a diferentes relaciones F/M y distintas cargas
orgdnicas, medidas como DBO. Ademds de medirse las remociones correspondientes, se midieron la

produccion de lodos para cada una de las experiencias. Se manejaron cargas entre 800 y 3,000 mg
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DBO/L.dia. Se reporta una grafica en la que la remocion porcentual para cada experiencia es una
Funcién del material de empaque yla carga organica aplicada (relacién inversamente proporcional). |
- Fava et al (1996) estudiaron la degradacién de policlorobifenilos (PCB’s) y clorobifenilos
(CBA;S) por medio de un sistema de lecho empacado, constituido por soportes cerdmicos en los que
previamente se inmovilizé a Pseudomonas sp. Se midid la liberacién de cloro y la aparicién de algunos
“metabolitos intermediarios. Se concluyd que es posible declorar los compuestos en concentraciones de
hasta 75 mg/. Los compuestos evaluados fueron el 2,5dCB, 2,3dCB, 3,4dCB, 3,3dCB y 4,4dCB. Las
remociones alcanzadas en un periodo de aproximadamente 150 fueron: 70, 75, 30-40, 45 y 90%,
respectivamente.

Sung ef &l (1997) emplearon una mezcla de Pseudomonas y Arthrobacter en la degradacion de
fenol, 4CF, 2,4,6TCF y mezclas de ellos. Las bacterias fueron inmovilizadas en esferas de alginato de
calcio v se trabajaron en matraces agitados, con €l fin de evaluar la degradacién de clorofenoles. El
fenol, 4CF v 2,4,6 TCPh fueron degradados hasta en concentraciones en la mezcla de 0.3 mM en un
total de 55 horas en el primer lote, en subsecuentes se logré la degradacidn en 20 horas.

Deront ef al, (1997) probaron nueve diferentes empaques en un reactor de lecho empacado ¢
inoculado con microrganismos provenientes de un sistema de lodos activados para iratar corrientes
que contienen sulfato de antraquinona. En este trabajo quedd demostrado que la velocidad de
degradacién del sulfonato de sodio (SAS) no es una funcién de la cantidad de biopelicula soportado en
cada tipo de empaque. Se lograron remociones de hasta 99% para corrientes que contenfan 1.2 g/l de

SAS. También se reportd una velocidad de degradacidn méxima de 8.3 g SAS/g peso seco.dia.
Discusién general

En principio puede verse que en estos trabajos existen varios elementos comunes, pero esencialemente
las aprogimaciones son diferentes. Por ejemplo, en cuanto a los sistemas empleados estdn tres trabajos
realizados con un reactor agitado, dos con columna empacada, uno con reactor de lecho dtuidificado y
uno con un reactor tipo air-lifl. En cuanto a los soportes utilizados, se encuentra el alginato de calcio,

la poliacrilamida-hidracida, la e::;puma de poliuretano, la arena y soportes de polipropileno.
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2. Antecedentes

Los compuestos tratados por estas metodologias son el fenol, algunos clorofenoles y cresoles
y el APTS. Los intervalos de concentracion inicial varfa de 10 a 5,000 mg/l. Aunque no se reporta en
todos los casos, la eficiencia de remocion oscilé entre 25 y 100%. Finalmente, algunas caracterfsticas,
tales como los niveles de aeracidn, pH, temperatura, y las diluciones trabajadas, se reportan para casi
todos los trabajos.

En conclusién, existe un campo abierto para investigar sobre el tratamiento de efluentes téxicos
por medio de sistemas de biomasa fija, especificamente por medio de filtros sumergidos aerobios en los
que una sola especie es inmovilizada, Los aspectos que la literatura sugiere investigar son:

a. La velocidad de bicdegradacién.
b. Bl tipo de soporte.
c. El efecto de diferentes compuestos téxicos solos y combinados yde la concentracién de los mismos

d. Ya que el sistema es continuo, el efecto del tiempo de residencia hidraulica.

e. la influencia de pardmetros tales como pH, temperatura, oxigeno disuelto y el contenido de

nitrégeno.

f. la reduccién de la toxicidad por el empleo del proceso.
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3. Materiales y métodos

3. MATERIALES Y METODOS

_Para cumplir Jos objetivos planteados al inicio de esta tesis, se trabajé experimentalmente de acuerdo

con la metodologfa resumida en la figura 3.1.

3.1 EXPERIMENTOS CON CELULAS LIBRES
3.1.1 Cultivo de la bacteria

La bacteria empleada a lo largo de este trabajo fue amablemente donada para el estudio por el
Instituto Cubano de Investigaciones sobre los Derivados de la Cafia de Aztcar (Habana, Cuba). Esta
cepa fue aiéia_da de sedimentos marinos yen algunas experiencias preliminares se detectd su capacidad
para degradar clorofenoles yel dcido 2,4D
| La bacteria (ver mictoscopia electrénica en la figura 3.1) se recibio en slant de medio YPG y se
conserva desde entonces en cajas de Petri con medio YPG-sélido (figura 3.2).

El medio minimo reportado por Dapazah y Hill (1992) consiste de los siguientes componentes

(eng/l):: o

KHZPO 4 0.840
K, HPO,, 0.750
(NH,),50, 0.488
NaCl 0.600
CaCl2 0.600
MgS0, 0.600
FeCl, 0.006
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3. Materiales y métodos

Cultivo y mantenimiento de
Pseudomonas flurescens

¥

. y inmovilizacion por adsorcion
Pruebas de biodegradacion P y

atrapamiento

en Hgquido

A 4 Y

Elaboracion del catalizador de

alginato de calcio y células Caracterizacién de soportes para

inmovilizacin (arena, carbon y tezontle)

| T

! v

e Inmovilizacion por adsorcién en
Caracterizacién fisica del P

catalizador diferentes snnortes

l
v

Caracterizacion de la capacidad de la capacidad del catalizador en la remocion de fenol

y clorofenoles, solos y mezclas, Sisterna en lote. Columnas de 27 y 54 ml.

!

Caractetizacion de f capacidad del catalizador en la remocidn de clorofenoles
solos y mezclas {solo en tezontle). Sistema en continuo, Mezclas binarias,
ternarias y cuaternarias.Efecto del tiempo ce residencia.

Columna de 5 1 de capacidad total.

Figura 3.1 Diagrama general de la metodologia empleada en este trabajo.
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3. Materiales y métodos

El medio YPG consiste en los siguientes componentes { en g/l):

Extracto de levadura
| Peptona de casefna
Glucosa anhidra
Agar técnico (para medio sélido)

16.0
10.0
10.0
10.0

Figuia 3.2 Microfotografia de la cepa de Psendomonas fluorescens empleada en este trabajo.
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3. Materiales y métodos

Figura 3.3. Crecimiento de Pseudomonas en YPG-agar sélido.

3.1.2 Cosecha de células

Las células crecidas en medio YPG fueron cosechadas utilizando una mini-centrifuga (Eppendorf
5415C, USA) a 11,000 rpm (880 fuerzas centrifugas relativas RFC) durante 20 minutos, Finalmente, las
células fueron enjuagadas varias veces (2-3) con una solucién tampdén de fosfatos (pH de 7) v

recentrifugadas.
3.1.3 Pruaba preliminar de biodegradacion

Las pruebas preliminares de biodegradacidn se desarrollaron de la siguiente manera. 45 ml de

medio minimo Dapaa estéril, se inocularon con S mt de cultivo de Pseudomonas fluorescens en medio
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3, Materiales y métodos

completo YPG de 24 horas y una concentracién fija de células (Ze. densidad optica de alrededor de 0.2,
como densidad dptica) . El cultivo fue incubado a 32°C en un agitador orbital. Cuando el cultivo
cumplié 24 horas, la densidad dptica fue medida yse agregé el compuesto a evaluar. El crecimiento fue
seguido por densidad 6ptic3, cada 12-24 horas. Cada compuesto fue considerado biodegradable si la
densidad optica se incrementaba en forma consistente con respecto al valor inicial, en comparacién con
e] blanco sin compuestos adicionados. Este método de evaluacidn es muy grueso, ya que la formacién
de precipitados, la aparicién de productos como polimeros bacteriancs v otros factores podrfan

interferir en la lectura de densidad 6ptica.

32 PREPARACION DEL CATALIZADOR DE ALGINATO DE CALCIO

323 Preparacion de las soluciones de alginato de sodio

Las soluciones de alginato de sodio (Burmester Pharmatrade, Hamburgo, Alemania) fueron preparadas
- en concentraciones del 0.5 a 4%. Bl nolvo de alginatc fue adicionado al agua deionizada o a las
soluciones de células, agitando fuertemente (700 rpm) hasta que Ia solucidn se volvié homogénea,

© 3,2.2 Tratamiento térmico aplicado a ias soluciones de alginato

“ Tas soluciones fueron sometidas a un tratamiento térmico por 10 minutos a una temperatura de 100

°C, en matraces de vidrio cerrados con tapdn de algoddn y cubierta de papel aluminio.

3.2.3 Caracterizacion reoldgica de las soluciones de alginato

Las soluciones de alginato y las mezclas alginato-células fueron caracterizadas en términos reolégibos
por medio de un viscosimetro de aguja Brookfield DV-I (utilizando las agujas 1y 4). Los indicesny K de

la ley de la potencia fueron evaluados estadisticamente por medio de un programa de cémputo,

descrito por Hannote et al, 1991
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3. Materiales y métodos
3.2.4 Elaboracion del catalizador de aiginato de calcio

Las soluciones de alginato de sodio o las mezclas alginato-células fueron extruidas a través de una aguja
colocada al intetior de un cilindro por el cual se alimenta aire filtrado a diferentes presiones de trabajo
(Figura 3.4) . Las particulaé esféricas se recibieron y mantuvieron en una solucién de CaCl, 0.1 M por lo
menos durante 1 hora. Los pardmetros controlados durante el proceso fueron la presién de aire (en
.kg/cmz), fa velocidad de adicién del alginato por medio de una bomba peristiltica (en ml/min), Ja
concentracién del alginato (en %) y la altura entre iﬁ punta de la aguja extrusora y la superficie de la

solucién de cloruro de caleio.

Mezcla

“~1 Células/alginato

I-——.r—+- Aire

. CaCl, 0.1 M
L%

Figura 3.4 Sistema para la elaboracién de Ias esferas de alginato de ca!ci_u.__
3.2.5 Caracterizacion de las esferas de olginato

La distribucidn de tamafio de las particulas generadas se evalué de dos formas. En la primera los
didmetros de entre 30 y 50 particulas fueron medidos con un Vernier y promediados. Por otro lado, el
lote producido fue tamizado en maﬂas de acero inoxidable (10, 12, 16, 18, 20 y 30, corre'sp.ozlldientes a
1.68, 1.41, 1.13, 0.96, 0.8 y 0.59 mm, respectivamente). No se encontraron diferencias significativas entre
los dos métodos. Ta esfericidad de las particulas fue calculada como el cociente de los didmetros mayor

y menor de las particulas.
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3. Materiales y métedos

3.3 ANALISIS DE LOS CLOROFENOLES Y PRODUCTOS INTERMEDIOS
3.3.1 Métodos colorimétricos

Las concentraciones de fenol, 2clorofenol, 2.3diclorofencl, 2,4,6triclorofencl, 2,3,4,6tetraclorofenol y
pentaclorofenol fueron evaluadas, cuando el compuesto se encontraba sélo en la solucién, por medio
‘dei método de la 4-aminoantipirina reportado en los Métodos Estandar (APHA, AWWA, WPCF,1989).
Para ello, se elaboraron curvas de calibracién para cada uno de los compuestos en presencia del medio
Dapaah. Algunas mezclas de clorofenoles (dicloro, tricloro, tetracloro v pentaclorofenol a
concentraciones de 200, 400 y 600 mg/) también fueron medidas de manera gruesa con estée método. |

El limite de deteccién encontrado en la determinacién de fenol y clorofenoles por este método
fue'de 0.025 g/l . Para mas detalles ver Cabello (1999)

3.3.2 Determinacién de mezclas de clorofenoles y algunos metabolitos de su
degradacion por cromatografia de gases

La concentracién de los clorofenoles en las mezclas, asi como de algunos metabolitos de su
degradacién, fueron determinados por medio de un sistema .acopiado de cromatografia de gases-
detector de masas, La extraccion de las muestras se realizs con diclorometano nanogrado (Mallinkrodt,
‘Alemania). Los extractos fueron secados utilizando sulfato de sodio anhidro grado reactivo (J.T. Baker,
México). Una vez secos, fueron concentrados hasta aproximadamente 0.5 ml en un rotavapor (Buchi
RE121) a presién reducida y una temperatura no mayor a 40° C, La fase acuosa para cada una de las
extracciones fue concentrada a sequedad en el evaporador rotatorio a presién reducida y resuspendida
en
n-hexano nanogrado. |

El concentrado de la fase organica yla acuosa de las muestras fueron derivados utilizando 3 ml
de solucién 0.15 M de diazometano en éter etflico. Las mezclas de reaccidn fueron concentradas a 0.5

ml mediante un flujo de nitrégeno.
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3. Materiales y métodos

Aproximadamente un microlitto de cada concentrado fue inyectado a un sistema de
cromatografia de gases (Hewllet Packard 5890 Serie II) acoplado a un espectrémetro de masas Hewliet
Packard 5971 Serie II), utilizando una columna capilar Ultra 2 (5% de fenilmetilslicén) de 25 m x 0.2

micras x 0.33 micras. Las condiciones de operacién del cromatdgrafo fueron las siguientes:

Flujo de acarreador 80 ml/min
Relacion Split/splitless 125
Temperatura inicial 700 C
Temperatura final 250°C
Incremento 150 C/min

El espectrémetro de masas se utilizé en modo scan con un intervalo de m/z de 12 a 600 UMA.

Se utilizé impacto electrnico como fuente de jonizacion y una energfa de 70 eV,
3.4 DETERMINACION DE BIOMASA Y CUENTA EN PLACA
3.4.1 Determinccion de biomasa por densidad dptica

Una dilucién 1/50 de la muestra se analizd en un espectrofotdmetro Spectronic 21D (Milton Roy, USA)
a4 590 nm. Se construyeron curvas de calibracién para las determinaciones en medio YPG y medio

minimo.
3.4.2 Determinacion de las UFC/mi o UFC/g soporte

Una muestra del soporte a caracterizar fue lavada sucesivamente con solucion salina y la solucién
obtenida se caracterizé como a continuacion se describe. En el caso de las soluciones liquidas no hubo
necesidad del lavado. En el caso de las esferas de alginato de calcio, se disolvieron en una solucidn de
EDTA-sal disédica y KCl, previamente al conteo.

La muestra liquida a evaluar se diluyé sucesivamente en proporcién de 1:10, Dicho de otra
manera: un mi de solucion se diluyd en nueve ml de solucién salina (consistente en KCl al 1%) hasta

8
alcanzar diluciones de 1x10 aproximadamente. Se sembraron cajas de YPG sélido con un ml de cada
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3. Materiales y métodos

dilucién, que se esparcieron con ayuda de entre tres y cinco esferas de vidrio estériles. Se desecharon

las esferas de vidrio y se taparon las cajas de Petri. Se identificé cada caja y se incubaron a 32°C durante

24 horas. El conteo de UFC se realizd en las cajas en las que se cncontraron entre 20 y 200 colonias
: i

(tres cajas de ser posible) y se promediaron los valores.

En el caso de la cuenta en medio King B, el medio utilizado es el que a continuacién se describe

(eng/h:

Polipetona 20.0
Glicerol 10.0
MgSO, 15
K,HPO, 0.9
KH,PO, 0.9

Agar técrico 15.0

3.5 EXPERIMENTOS EN COLUMNAS EMPACADAS DE 0.027 LITROS,
OPERACION POR LOTE A TEMPERATURA CONTROLADA

3.5.1 Caracteristicas de las particulas.

la densidad aparente de las particulas fue determinada en una probeta graduada de 50 mi con medio
Dapaah. La densidad real, por medio de un tubo de ]aCk;;on. La humedad de las particulas fue
determinada por pérdida al secado en un horno convencional en el caso de Ia arena, el tezontle y el
carbon actlvado yen una termobalanza (Ohaus, USA) enel caso de las esferas de alginato de calcio.

La por051dad de los materiales rigidos, la perdlda por 1gn1010n (700° C, por una hora) v la
difucién en medio dcido (HCl al 30%, por 24 horas) y alcalino (NaOH al 10%, por 24 horas) fueron
evaluadas siguiendo las técnicas propuestas para la caracterizacién de materiales de filtracién. 1a
fraccién de vacios de las esferas de alginato se determind por el método de Buchholz (Quirazco,1994),
consisténte en la deshidratacion de las particulas hasta la humedad critica, seguida de la reconstitucién

de las particulas en una solucién 0.1 M de CaCl,. Para mas detalles, ver Torres ef al., 1998,

3.5.2 Determinacion de la capacidad de adsorcion de células en cada soporte
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Mediante esta técnica se mide la colonizacién de los diferentes materiales por la bacteria. Se desarrollé
un cultivo de Pseudomonas en medio YPG por 24 horas hasta una densidad dptica de aproximadamente
0.25 (leida a 610 nm, dilucién 1/50). Se empacd la columna de vidrio con capacidad de 29 mi con los
materiales 4 evaluar (tezontfe, carbén activado y arena), previamente tamizados (se decidié utilizar una
muestra equivalente de malla 12, 14 y16), lavados ysecados en el horno. Se recircularon 100 mi (en flujo
ascendente) del inéculo de Pseudomonas a temperatura ambiente (ver figura 3.4). Al finalizar el periodo,

se desplazd todo el liquido y se tomaron 2-3 particulas del material por la parte de arriba de la columna.

Se determind la cantidad e UFC/g porte de acuerdo con Ia técnica descrita en esta seccion,

Figura 3.5 Columaa de 27 ml empacada con tezontle e inoculada con Pseudomonas fluorescens.
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3. Materiales y métodos

3.5.3 Determinacion de los capacidades de adsorcién de los materiales

0,2, 4,6,8y10g/ de cada mateial a evaluar fueron puestos en vasos de precipitado de 1,000 ml
conteniendo 500 mi de una solucién de medio Dapaah y el fenol (a una concentracién de 1,000 mg/) o
clorofenol (a una concentrécién de 100 mg/) en cuestién. El contenido de los recipientes fue agitado
con la ayuda de un sistema de agitacidn de 6 plazas durante 2-4 horas, hasta que las muestras
alcanzaron el equilibrio. Todas las experiencias fueron realizadas a temperatura ambiente. Los datos

fueron analizados en términos de la ecuacion de Freundlich

XM = K¢ )
donde
X: cantidad de téxice adserbido
M - masa de material adsorbente
C: concentracion de equitibrio
- nyK: . constantes a determinar

+ 3.5.4 Operacién de las columnas empacadas

Las columnas empacadas con una cantidad conocida de cada material, fueron inoculadas siguiendo ¢l
mismo.procedimiento que el descrito en la técnica de determinacién de la capacidad de adsorcidn de
células a cada soporte. Las columnas se operaron de la siguiente manera. Se hizo pasar la solucién
conteniendo fenol o clorofencles a traves de la columna (de abajo hacia arriba) por el tiempo necesario
para aicar;zar una remocién del (los) componente(s) de 90-95 % por lo menos. Al finalizar la operacién,
la columna se vacia, se toman muestras para determinar la cantidad de biomasa presente y la fraccién

liquida se analiza para conocer la concentracién final de clorofenoles o COT.
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3.6 EXPERIMENTOS EN COLUMNA EMPACADA DE 5 LITROS, OPERACION EN
CONTINUO A TEMPERATURA AMBIENTE '

i i
3.6.1 Fermentacion de 15 litros con Pseudomonas fluorescens

Se llevaron a cabo fermentaciones para contar con suficiente material celular para inocular la columna.
Bl proceso fue llevado a cabo como se explica a continuacion, Se hizo crecer los microrganismos en
ocho matraces Erlenmeyer con 50 m! de medio minimo Dapaah y tres-cuatro azadas de Pseudomonas
fluorescens por 24 horas a 32 °C. Se midid la densidad dptica final de dichos cultivos y con 350 ml de
este medio se inoculé e fermentador de 3.5 litros de volumen de trabajo (Ver figura 4.5). Se siguié fa
fermentacién por 36 horas, evaluando el crecimiento a través de la densidad 6ptica. Con el producto de
cada fermentacién se inoculé un fermentador de 15 litros y se procedié como en el caso de la
fermentacidn en 3.5 litros. En algunos puntos del proceso se caracterizé el Crecimiénto celular por

cuenta en placa en medios YPG y King B, ademds de las determinaciones de densidad éptica,
3.6.2 Inoculacion de la columna de § litros

El material celular proveniente de dos fermentaciones de 15 litros fue circulado en la columna por 24
horas. Después de este perfodo la columna fue drenada y se tomaron algunas partic'ulas'. para medir la

cantidad de UFC/g soporte.
3.6.3 Caracterizacién de las mezclas de tezontle (finos, medio y gruesos)

Se caracterizaron tres mezclas de tezontle con diferentes granulometrias: finos (0.84 a 1.19 mm),
medios (1.19 2 1.68 mm) y gruesos (1.68 a 3.36 mm) de acuerdo a las técnicas antes descritas. Las
pruebas desarrolladas fueron porosidad, densidad aparente, solubilidad en HCl y NaOH y capacidad de

atrapamiento de células

36



3. Materiales y métodos
3.6.4 Caracteristicas de la columna empacada con capacidad de 5 litros
la colurnna estd construida en acrilico. Presenta un didmetro de 95 mmy una altura total de 900 mm. El

volumen activo de la columna, dependiendo del material con el que se empaque es de aproximadamente

3.5 litros. La seccién transversal es equivalente 2 0.007 m®. Fue empacada con 100 mm de grava y 710

‘mm de altura de una mezcla de granulometria conocida de tezontle,

Figura 3.6 Fermentador de 3.5 litros de capacidad utilizado para generar biomasa.
~ 3,6.5 Operacion de la columna de § litros

Se empled una bomba peristdltica para hacer circular el efluente a tratar en forma ascendente. En una
primera etapa, se alimentaron soluciones Dapaah conteniendo 2clorofenol, 2 4diclorofenol,

2,4, 6triclorofenol y pentaclorofenol por separado, 2 diferentes concentraciones. Se manipularon varias

TIGE CON |
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velocidades de alimentacién, dando como resultado tiempos de residencia de entre 10 y 90 horas. La
carga celular de la columna fue evaluada (por siembra en placa para los medios YPG y King B) cada vez
que se realizé un cambio de compuesto o concentracién. Se tomaron muestras para determinar Ja
concentracién de los clorofenoles por el método de Ia 4-aminoantipirina y carb6n orgdnico total, por el
método descrito en esta misma seccidn. Esta etapa tuvo una duracién aproximada de diez meses. 1a
,operécién se flevd a cabo a temperatura ambiente entre los meses de octubre y enero. Las
temperaturas se monitorearon tres veces como minimo al dia, para reportar el promedio diario. El
criterio que se utilizé para muestrear las concentraciones iniciales y finales fue esperar por lo menos 3
TRH antes de tomar dichas muestras. Para los tiempos de residencia hididulica mds cortos, se

esperaron hasta mds de 5 TRH.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 EXPERIMENTOS CON CELULAS LIBRES
4.1.1 Biodegradacion de fenoles con las células libres

En la tabla 4.1 se presentan los resultados de la prueba de biodegradacidén de los distintos
compuestos fendlicos. Como se p‘uede observar, debido a la toxicidad de los diferentes
compuestos, Pseudomonas fluorescens degradd diferentes  concentraciones de fenol,
clorofenoles, nitrofenoles, meiil fenoles, cloro-metil fenoles y un derivado clorado del 4eido
fenoxiacético. De acuerdo con éstos resultados, los sustituyentes mds tSxicos son: meti] y
nitrofenoles > diclorofenoxiacético, di- y triclorofenol > clorofenol . El fenol sin substituyente

alguno resulta el de menor toxicidad.
- 4.1.2 Resuliados de la fermentacion de 15 litros para la prbduccién de biomasa

La fermentacién tuvo una duracién de 24 horas y alcanzé densidad?s Opticas de alrededor de 03
(1.08 g/l de biomasa, de acuerdo con la curva de peso seco). Al ﬁ;iaiizér_' el proceso, la cuenta total
de organismos {en medio YPG) fue de alrededor de 1x1010 UFG/m .. .

de Pseudomonas (medio King B) fue muy cercana (55100 UFC/ml medio). Esto significa que la

mientras que la cuenta

mayor parte de las bacterias crecidas son Pseudomonas fluorescens
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Tabla 4.1. Resultados de las pruebas de biodegradacién desarrolladas. Células libres.

Compuesto téxico Concentracion (mg/1)
1 19 50
Fenol + + +
2 Clorofenol 5 + +
2,4 Diclorofenol + *t
2,4, Triclorofenol + + -
2 Nitrofenol +
4 Nitrofenol +
2.4 Nitrofenol +
2.4 Dimetilfenol +
4 Cloro 3 metilfenol -
cido 2,4 dicloro fenoxiacético - +
Clave : (+) Prueba exitosa, hubo crecimiento sostenido de células por arriba del valor injcial
{-) Prueba fallida,

4.2 PRODUCCION Y CARACTERIZACION DEL CATALIZADOR DE
ALGINATO DE CALCIO

4.2.1 Caracterizacion reoldgica de las scluciones de alginato

Los datos crudos del viscosimetro de Brookfleld fueron procesados como se detalla en Hannote
et al, (1991) para calcular estadisticamente los indices de consistencia K y de flujo n de la ley de
- la potencia p= Kyn'l, donde W es la viscosidad aparente en mPa, K es el indice de consistencia

en Ns“/mz, y es la velocidad de deformacién en 5t

, nes el indice de flujo (adimensional} y r es el
factor de correlacién para el método de minimos cuadrados. Ias soluciones de alginato de sodio
(sin células) se caracterizaron reolégicamente antes y después del tratamiento térmico. En la tabla

4.2 se muestran los principales resultados de dichas pruebas.
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4, Resultados y discusion

Tabla 4.2. Caracterizaciin reolégica de las soluciones de alginato de sodio antes v después del
tratamiento térmico,

Antes del tratamiento térmico Después del tratamiento
~ Cong. Niimero de, n K R Namero de n K r
Alginato (%) agnja ) Nsn/mz ¢ aguja ) NsVm? )
4 4 0.88 15.99 0.99 4 0.77 275 0,97
3 4 (.86 643 0.99 4 0.73 115 0.94
2 4 0.67 131 094 - 1 0.90 0.26 199
1 i 0.95 (.19 0.99 i (.84 0.06 0.99
0.5' 1 (.83 0.04 0.98 1 0.75 002 0.97

En el caso de las soluciones antes del tratamiento térmico, todos los fluidos mostraron
comportamiento pseudoplistico o reofluidizante (n<1) con valores de n entre 0.67 y 0.95. Con
~respecto al indice de consistencia K, se encontrd una clara relacién entre la concentracién de la
 solucién de alginato de sodio y el valor de K (el cual present6 valores entre 0.04 y 16,9 Ns®/m?).
Bs importante observar que los valores de r siempre fueron iguales o mayores que 0.94, lo cual
confirma la idoneidad de a ecuacién de 1a ley de potencia para modelar los datos experimentales.
En términos de viscosidad, las soluciones presentaron valores de entre 28 y 13,619 ¢p (ya que €l
fluido es no Newtoniano, la viscosidad aparente puede definirse para cada velocidad de
deformacion usada, en este caso 60 rpm).

Después del tratamiento térmico la solucién suftié cambios importantes. Como
describieron Cheatman y Bucke (1984), el proceso de esterilizacién causa una dréstica
disminuci6n en Ia viscosidad de la solucién, Las soluciones de alginato de sodio fueron en general
mds pseudoplésticas (0.73<n<0.9).y menos viscosas. Los indices de consistencia variaron entre
002y2.75 Ns%/m® (2 mayor concentracion de polimero, mayor valor de K) y viscosidades entre
10y 1,476 cp (para una velocidad de deformacion de 60 rpm). El valor de K representa el nivel de
viscosidad de la solucién y se sabe que es directamente proporcional a la r;oncentracién del
polimero presente. Esto significa una disminucién de entre 50 y 600% con respecto a los valores
antes del tratamiento térmico. Otra vez, los valores de r fueron suficientemente altos (0.94-0.99),

para indicar el buen ajuste a la ecuacidn antes descrita.
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4, Resultados y discusion

La disminucién de viscosidad antes explicada (debido al proceso de esterilizacién) puede
resultar benéfica para la economia del proceso, ya que menores viscosidades requieren tamafios
de bombas menores y disminucién de algunos problemas de operacion siempre y cuando no se
presenten problemas de gelacién (como formacidn de geles débiles o largos procesos de
gelacion).

Cuando se mezcld la solucién de Pseudomonas fluorescens (conteniendo 0.067% de
células) y diversas soluciones de alginato de sodio (con 1 a 4% de polimero), las caracterfsticas
reoldgicas fueron como se describen a continuacion. La proporcion alginato/células varié entre 15
y 60 (tabla 4.3). las soluciones tuvieron un comportamiento pseudopléstico o reofluidizante
(0.7<n<0.96) pera con valores diferentes a Ias soluciones de alginato a igual concentracién de
polimero. En general, se observaron menores valores de n.

Los valores de K fueron siempre mayores para las mezclas que para las correspondientes
soluciones sin ellas, pero ias diferencias mds relevantes se observan en las soluciones de alginato

con 2 y 3% de polimero.

Tabla 4.3. Caractetizacién reolégica de las mezcla alginaio/células.

Alginato Niimero de Razdn alginato/ " K R
(%) agaja ' células () (Nsn/mz) )
4 4 G0 .84 18,22 0.99
3 4 45 .76 17.00 0.99
2 § 30 0.70 402 097
1 1 15 0.96 032 0.99

Los valores de r fueron muy buenos (0.97-0.99), mejores que aquellos encontrados en el
caso de las soluciones de alginato solo.

En la figura 4.1 se muestra un reograma de velocidad de deformacién contra viscosidad
para las mezclas alginato-células, Las lineas s6lidas corresponden a la Jey de poténcia. Como se
muestra se encontrd una buena correlacién entre los datos experimentales y el modelo tedrico.

Las viscosidades de las mezclas alginato/células con proporciones de 45 y 60 fueron muy
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4. Resultados y discusién

similares {especialmente a bajas velocidades de deformacidn), mientras que las viscosidades para

las mezchas de proporcidn alginato/células 30 y 15 son muy diferentes.
4.2.2 Produccién de las esferas de alginato
Se prepararon diferentes lotes de esferas de alginato con diferentes condiciones experimentales:

presién de aire, concentraciones de alginato, velocidad de alimentacién y distancia entre el

extrusor v la solucién de cloruro de calcio.

g

-
=

-

" Viscosidad (cp) x 1000

0.1 1 10 100

Velocidad de deformacién (rpm)

i Figura 4.1 Diagrama velocidad de corte-viscosidad para las diferentes mezclas
alginato-células.

Se obtuvieron lotes con diferentes distribuciones de tamafio de particula, Por ejemplo, en

ok ﬁgura 4.2, se muestran los porcentajes de material retenido para concentraciones de alginato
B entre 1y 4%. Para cada concentracién de alginato se encontré una diferente distribucion z.e. los
tamafios mds frecuentes fueros 1.41, 1.13, 0.96 y 0.59 mm para las esferas fabricadas con
soluciones de 4,3, 2, y 1% de alginato, respectivamente. Todas estas pruebas fueron realizadas
con una presion de aire de 3 kg/cmz, Los resultados que se observaron utilizando las mediciones

con Vernier fueron muy semejantes, aungue no se muestran.
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4. Resultados y discusidn

Material retenido (%)

Figura 4.2 Distribucién del tamafio de particula para las esferas fabricadas bajo diferentes
condicicnes.

Si establecemos que las particulas deben tener un didmetro cercano a 1.5 mm (con el fin
de disminuir los problemas de transferencias de masa), la concentracidn ideal de aiginato en lus
esferas serfa de 3%, ya que mds del 74% del material generado tendrfa un didmetro por arriba de
1.17 mm, 2.54% un didmetro de 1.41 mmy solo 1% un didmetro de 0.96% (ver tabla 4.44).

En el caso de las presiones de aire (para una solucién de alginato de sodio del 3%), los
didmetros mds frecuentes para las presiones de 0, 1,2,y 3 kg/cm2 fueron 3.35, 2.38, 141 y 1.13

mm con abundancias relativas de 98.5, 86.5, 86,8 y 74.5%, respectivamente (ver tabla 4.4b).

Tabla 4.4a. Produccion de las esferas de alginato. Efecto de la presitn de aire
(Concentracitn de alginato = 3%).

Presion de aire Didmetro {mum)
(kg/em’)
0 335 =
1 2.5¢
2 L4l
5 113
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(Presién de aire = 3 kg/em?).

Conc. alginato (%) | Didmetro (mm)
1 .59
2 (.96
3 L13
4 141

Vel Alim, (ml/stin) | Didmetro (rom)
Ll 113
30 1.13
150 LB
325 113

Altura (m) Bsfericidad
Q)
20 261£0.71
40 1.74+0.67
80 1.00+0.00

Tabla 4.4b. Produccién de las esferas de aiginato. Efecto de Ia concentracién de alginato

Tabla 4.4c. Produccién de las esferas de alginato. Efecto de la velocidad de alimentacién.
(Concentracién de alginato = 3%, presién de aire = 3 kg/em?).

Tabla 4.4d. Produccién de las esferas de alginato. Efecto de la altura del extrusor (velocidad de
alimentacién = 325 ml/min, conceniracidn de alginato = 3%, presién de aite = 3 kg/em”).

La velocidad de alimentacién no afectd el didmetro de las particulas. Velocidades de entre 1.1y
325 ml/min condujeron a la obtencién de esferas con el mismo didmetro medio de 1.13 mm
cuando una solucién de 3% de alginato se alimenté a una presién de aire de 3 kg/cm? (tabla 4.4¢),

Finalmente, la distancia del extrusor a la superficie de la solucién curadora no produjo
efecto aiguno sobre Ia distribucion de tamafios, sino mds bien sobre la esfericidad de las
particulas generadas. El mejor resultado se obtiene con 0.8 m de distancia, ya que las
esfericidades (didmetro mayor/didmetro menor) de las particulas asf obtenidas es de alrededor de
uno (1). Los materiales generados a menores alturas, produjeron particulas alargadas, con

esfericidades de 2.61 y 1.74, respectivamente (tabla 4.4d).

TRSIS CON
FALLA DE ORIGEN

45




4. Resultados y discusidon

En resumen, las condiciones idéneas de fabricacion de las esferas de alginato de calcio
para obtener particulas con didmetros medios alrededor de 1.5 mm y esfericidades iguales a uno,
son una presion de aire de 3 kg/em”, concentracion de alginato del 3%, velocidad de alimentacidn

tan alta como sea posible (325 mi/min y mds) y una altura de 80 cm aproximadamerte.
4.2.3 Caracterizacion fisica de las esferas producidas

Las densidades reales de las particulas producidas con diferentes proporciones alginato-células
fueron de 1.0066 ml/g ( 0.136%. En el caso de las densidades aparentes, oscilaron entre 0.5673 y
0.9542 mi/g, como efecto de las diferentes concentraciones celulares presentes y en parte como
producto de las diferentes distribuciones de tamafios de particula.

Las diferentes proporciones alginato/células dieron diferentes cargas celulares en
UFC/gmpm-é pero algunas de estas combinaciones resultaron en geles muy débiles. Con base en
una observacién gruesa de este fendmeno, se considera recomendar la proporcién de 2.54/18 8,
qué equivale 2 una carga de 3.85}{1014 UPC/gwm, l2 cual no es nada despreciable si se cornpara
con otros catalizadores de polimeros, Sdnchez de Ia Vega (1996) reportd una revisién de varios
catalizadores preparados con células y polimeros naturales conteniendo de entre 1x10°y 2,5x10°
' UFG/ml de mezcha. |

Se desatrollaron algunas pruebas para determinar la cantidad de Ca™* ™+ requerido para el
procesd de gelacién. La concentracién de alginato de sodio resulté de manera muy clara un factor
determinante para la determinacion de los requerimientos de calcio, pero la proporcién mg
Ca™*/mg alginato fué diferente para las diferentes concentraciones de alginato probadas.
Cuando no estuvieron presentes las células en el gel, para concentraciones de alginato de 0.5, 1, 2
v 3% las proporciones fueron 2.07, 1.079, 0.835 y 0.78 (esto es, entre mayor sed la concentracion
de alginato, menor serd la proporcién mg Ca™/mg alginato). Cuando las células de
Pseudomonas estuvieron presentes en diferentes concentraciones en el gel, las proporciones mg
Ca™ */mg alginato fueron ligeramente superiores. Por supuesto, estos hechos estén relacionados

con la difusién de los iones de calcio en los geles de alginato de calcio y alginato de calciocélulas.
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Finalmente, un lote promedio de manufactura de esferas fue suficiente para preparar 22.7
g esferas/g alginato y 566 g esferas/l de solucion, valores que son importantes para el clculo de

los costos de produccién.
4.2.4 Fraccion vccia'y humedad de las particulas producidas

La fraccién vacia es un pardmetro de suma importancia en el disefio de la columna empacada, ya
que determina parimetros de operacién como la caida de presién al interior del sistema v el
tiempo de retencion requerido para cierto grado de biotransformacién. Por ejemplo, el tiempo de

residencia para una columna empacada operada en contfnuo se define por la relacién:
0 =Ve/Q 0

I_ donde @ es el tiempo de retencién hidréulica en horas, ¢ es la fraccién vacfa (adimensional), V es
~el volumen activo de la columna (en litros) ¥ Q la velocidad de alimentacidn en litros/hora.

| Para determinar el valor de este importante pardmetro, es necesario conocer la humedad
critica, como medida del agua libre en la hidratacién del gel (Quirazco, 1994). La curva de secado

g para las esferas de alginato al 3% (de 1.13 mm de didmetro) se muestra en fa figura 4.3. La

" humedad total fue graficada contra la velocidad de pérdida de humedad dH/dt. 1a curva estd
¥ fep_resentada por tres secciones:

) Donde la evaporacién ocutre a altas velocidades,

b) Donde se establece un equilibrio entre Ias velocidades de transferencia de masa y calor, y

¢) Donde la velocidad de secado disminuye drdsticamente.

47



4. Resultados y discusion

0 0 44 80 80 100

Humedad (%)

Velocidad de pérdida de humedad (dH/dt)

Figura 4.3 Pérdida de humedad vs humedad porcentual para una particula de
algirato de calcio. e

Cuando fa palticulii de slginato alcanza la humedad ctitica (el punto que divide a fa
seccién b de la seccién ¢), éstz se rehidrata en una solucidn 0.1 M de CaCiz. Por diferencia de
volimenes se calcula la fraccion vacla ( ya que ésta es lIa relacién entre los volimenes inter e
intraparticula sobre el volumen total. | :

Las fracciones vacias y la humedad de las particulas de alginato de. c__ék_io producidas bajo
diferentes condiciones se muestran en la tabla 45. Primero, se _detc'r':'rﬁ_né el efecto de Ia
concentracién de alginato de calcio (manteniendo fijo el didmetro de las esferas en 1.13 mm). Se
encontré un valor promedio de ( de 0;6862 + 1.3%. Los valores de__hur_nedad para este caso
oscilaron entre 93 y 96% para las concentraciones de alginato de 3 a 1% '(las esferas preparadas
con 4% de alginato no se evaluaron).

Cuando se usd una solucion de 3% de alginato v se prep_araroﬁ_ _é_sferas:entre 1.13y335
mm, [ fraccién vacia tuvo valores entre 0.634 y 0.694 con diferencias &ximas del 10%, que no son

significativas. La humedad en todos los casos fue de alrededor del 93%.
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Tabla 4.5. Efecto de algunos parimetros sobre la fraccidn vacia y Ia humedad
de las esferas de alginato de calcio,

-~ Didmetro= 1,13 mm Conc. Alginato== 3% Didmetro= 1.13 mm
. Cone. £ . Hum. Didgmetro € Hum. Radio £ Hum.
Alginato ) (%) {mm} ) (%) alginato/ ) (%)
(%) células

4 ND 92.0 335 0.6875 BL a0 0.6853% 53.0
3 0.6862 9.0 238 0.6938 93.0 45 0.3777 845
2 0.6734 95.0 141 0.6346 93.0 30 0.6354 853
i 06930 96.0 1.13 0.6862 93.0 15 (16428 8740

Conc: concentracidn, Hum: humedad

Finalmente, las esferas de didmetro 1.13 mm y proporciones alginato/células entre 15 y 60
tuvieron fracciones vacfas de entre 0.578 y 0.685, con valores de humedad entre 0.83 y 0.87%.
Este efecto fue el mis interesante, si se compara con el observado para esferas con diferentes

- didmetros o concentraciones de alginato, pues significa que podemos manipular una fraccién

. vacha deseada, al combinar diferentes proporciones de alginato y células.
©-4.2.5 Caracterizacion cinética

En la tabla 4.6 se muestran las constantes cinéticas para la degradacién de 2CF, 2,4DCF y

- 1. 2,46TCF a diferentes concentraciones, para la ecuacién

C=Coexp (ki t) (1)

Los pardmetros reportados son C, ki, t,, v €l factor de correlacion 1. En términos

generales, se observa que los valores de C, son similares a las concentraciones iniciales de los

- experimentos, lo que es normal. Quizés el caso menos afortunado es el de las experiencias con
“ 4 6TCR. No fue posible observar ninguna tendencia clara en cuanto a la conceritracién de los

~ compuestos al inicio del experimento y los valores de k,. En el caso del 2CF, €sta varid entre

0.0724 y 0.326.
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Para las pruebas con 2,4DCF y 2,4,6TCF oscilé entre 0.129 y 0.236 y 0.048-0.1583 h'l,
respectivamente. Es importante recordar que las experiencias desarrolladas con 2,4,6TCF tuvieron

una concentracion mdgima de 300 mg/l, ya que el biocatalizador no es capaz de biodegradar

soluciones con concentraciones mayores de clorofenoles.

Tabla 4.6 Constantes cinéticas obtenidas en la degradacion de 2CF, 2,4DCF y 2,4,6TCF con
las esferas de alginato de calcio.

Fenol | Pardmetro : Concentraciones (mg/l N
25 50 70 100 300 500 700 1000
aor | G ) |23 | 5630 62.83 9202 | 28778 | 46231 | 76004 | 10047
k(D) 00724 | 00999 | 02424 | 00972 | 02132 | 02140 | 03257 | 0225
b ® 9.57 693 285 7.3 3.25 3.28 212 547
0 0.89 0.89 098 0.89 099 0.98 0.98 0.990
2docr | C g | 2073 5L96 65.97 7004 | 31416 | 53009 | 6243 | 97908
k() 0142 | 0402 | 0429 | 0333 | 04961 | 01963 | 02365 | 02512
ba® | 488 464 537 452 3.55 555 293 276
Q) 0.91 0.98 0.95 0.90 097 0.08 0.98 0.99
2460k | C e | 125 .55 6856 6018 | 28727 NE NE NE
k 01 437 144 5.45 7.24 760 NE Ng NE
ta @ 8.76 28.76 10.5 14.48 15.2 NE NE NE
£6) 042 0.51 091 051 0.89 NE NE NE

NE : No evaluado.

Las tendencias de ky no fueron muy claras como se indicd anteriotmente. S los valores de k, para
los tres compuesios en cuestién se comparan a Ia concentracion de 25 mg/l (la mds baja de todos
los experimentos), se observard que los mds altos valores: de ky corresponden al 2,4,6TCF,
seguido del 2,4DCF y finalmente por el 2CF. Esta tendencia no es la misma para todas las
concentraciones. En el caso de las experiencias con 50, 100 y 1,000 mg/! el mayor valor de kl se
encontr6 para el 2,4DCF, mientras que para 70, 300, 500 y 700 mg/l, los mejores valores de k1

fueron para el 2CF.

El valor de t, , reportado en Ja tabla 4.6 representa el tiempo requerido para degradar el

50% de Ia concentracion inicial del compuesto xico, definido por Ia ecuacién:

tyz =In2/k, , (2)
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Como se observa en la tabla, los valores de ¢, /) para el 2CF fueron 9.57, 6.93, 2.85, 7.13,
3.25, 3.28 v 3.07 horas. Para el 2,4DCF los tiempos de vida media fueron de 4.88, 4.64, 5.37.4.52,
3.53, 3.53 y 2.76 horas. Finalmente, para el 2,4,6TCF los valores encontrados fueron 4.37, 144,
545,724 y 7.6 boras.

Es .importante mencionar que los valores de r fueron bastante satisfactorios para los
experimentos con 2CF y 2,4DCF (entre 0.89 y 0.99), pero no para todos los experimentos con
2,4,6TCF (0.51-091). Esto significa que la degradacién del 2,4,6TCF no es tan bien modelada por

la ecuacién propuesta.
4.2.6 Pruebos de biodegradacion con las esferas de alginato de calcio

Las pruebas de biodegradacion fueron realizadas con las esferas de alginato empacadas en una
columna de 27 ml de capacidad. En la figura 44 se muestran los valores experimentales de las
pruebas con F, 2CF, 2 4DCF y 2,4,6TCF. Las lineas representan la ecuacién de primer grado antes

ropuesta; Bn la tabla 4.7 se resumen las principales caracteristicas de las nruebas.
E P

%

g

« F
1008 4 -
oo w2CF
s00 . s 2,4DCF

* 2,4,6TCF

Concentracién de fenol (mg/l)

° 3 0 e e 150 180 210

Tiempo (h)

Figura 4.4 Cinética de degradacion de clorofenoles con las esferas de
alginato de calcio-células.
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Tabla 4.7. Resultados de fas corridas de biodegradacion con Ja columna
empacada de alginato de calcio.

Conc. (mg/l)

Compuesto UFCi8sonoric | Tiempode | Remocién VBD VBD especifica
! operacién (%) mg/.dia) (mg/UFC.dia)
: )] x101°
F 3000 t41x10° 120 98.0 669.2 584
2CF 500 140x10° 109 95.0 3459 3.31
24DCF 400 690<10° 1605 98.0 190.7 3.86
24,61CF 100 9.60x10° 210 97.0 37.9 553

VED, velocidad de biodegradacion

Para el experimento con 1,000 mg/l de F, el tiempo de operacidn fue de 120 horas,
suficiente para degradar el 98% del F inicial, mientras que en el caso del 2CF (500 mg/1), 2,4DCF
(400 mg/l) v 2,4,6TCF(100 mg/l) se requirié de 109, 160.5 y 210 horas para alcanzar una remocion
total de 95, 98 v 97%, respectivamente,

Bstas remociones combinadas con los tiempos de operacién generan velocidades de
consume o biodegradacidn de clorofenoles (VBD). En el caso de las VBD especificas, se tomd en
cuenta el promedio de la caiga celular en Ia columna (entre las condiciones iniciales y finales de la
prueba) como wc/gsoporte' Las VBD estuvieron entre 38 y 670 mg/l.dfa para el 2,4,6TCF
24DCF 2CF < F, congruente con las toxicidades MICROTOX (Blum y Specee, 1991) de dichos
' compuestos: 1.9,2.0, 18Y 18 mg/l como EC50.

. Dapaah y Hill (1992) estudiaron la biodegradacion de una mezcla de Fy 4CF con células
: hbres de Pseudomonas putida . Ellos reportaron VBD de 64 mg/L.dfa para 500 mg/tde Fyde 13
mg/Ldia para 100 mg/t de 4CF.

Westmeier y Rehm (1985) emplearon células de Alcaligenes sp. Atrapadas en esferas de
alginato de calcio en la degradacién de 4CF. Reportaron actividades o VBD de 269-514 mg/l.dfa
para concentraciones de 0.250.5 mg/l de 4CF. »

R (1994) estudiaron el uso de una mezcla de seis microganismos identificados,
inmovilizados en alginato de calcio, para la biodegradacién de F, 2CF, y 2,4DCF. Estos autores
encontraron VBD de 181-1000 mg/A.dfa para 200500 mg/1 de F, 10-12.96 mg/l.dfa para 10-35 mg/

-~ de 2CF y 40-80 mg/1.dia para 20-40 mg/1 de 2,4DCF.
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Shwu-ling et al. (1995) inmovilizaron células de Rbhodococcus sp. En carbdn activado
granular y en esferas de alginato de calcio para la degradacién continua de F. Ellos probaron el
sistema con 500-1500 ng/l de F y encontraron que el sistema con carbén activado granular ftuvo
VBD de hasta 2,910 mg/l.dfa, mientras que el biocatalizador de alginato de calcio tuvo VBD de
2,100 mg/Ldfa. También reportaron que al sistema le tomé 10 dias antes de que la concentracién
del efluente fuese menor que la concentracién del influente (periodo de aclimatacién).

Comparando los valores reportados en la literatura para algunos catalizadores con los
obtenidos en este trabajo, se puede decir que el biocatalizador desarrollado presenta buenas:

velocidades de biodegradacidn y es aplicable a fenol y algunos clorofenoles.
4.3 CARACTERIZACION DE LOS DIFERENTES MEDIOS DE SOPORTE
- 4,31 Caracterizacion de los distintos soportes

Tas caracterfsticas ﬁsicoqufmibas de fos soportes evaluados se resumen en Iz tabla 4.7, Una mezcla
de mallas 12, 14 y 16 (didmetros equivalentes de entre 1.13 y 141 mm) de los soportes se
 caracterizaron como se describi6 en materiales y métodos, Los contenidos de humedad fueron de
0% para los soportes rigidos y del 93% aproximadamente para el alginato de calcio. 1a

- solubilidades en 4cido e hidréxido, ast como el valor de pérdida por ignicién son una manera

- simple y cuantitativa de caracterizar la dureza de los diferentes materiales. De acuerdo con estos

resultados, la arena mostré la mayor dureza, seguida del tezontle y el carbdn activado, Es
interesante obsetvar que el carbon activado mostré un alto valor de pérdida por ignieidn (16%).
Los valores de porosidad fueron considerablemente altos para todos los cataliZadores (entre 52%
para la arena y el 68% para el cathdn activado). Ya que la técnica del tubo de Jackson no es
aplicable a las esferas de alginato de calcio, se reporta el valor de la fraccién vacfa calculada para el
catalizador. Bste valor, de 0.74 significa que el 74% del catalizador estd formado por agua libre.
Finalmente, las densidades de los productos variaron entre 1,38 (para el carbén activado) y 3.15

mg/ml para la arena.
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Tabla 4.8 Caracteristicas fisicoquimicas de los soportes.

Material Densidad Densidad Porosidad Solubitidad Solubilidad | Pérdida por
aparente real (g/ml) (%) en HCI (%) en NaOH (%) | ignicién (%)
{g/mi)
Arena 149 1 3.15 51,81 0.221 $.321 045
Tezontie 0.77 260 65.00 223 1.36 073
Carbdn 027 138 68.00 17.60 1164 16.11
activaclo
Ca-alginate {495 201 e={74 NE NE NE

¢ Representa la fraccién vacia promedio, NE no evaluado

4.3.2, Determinacion de la colonizacion de los diferentes soportes por

.Pseudomonas fluorescens

En la tabla 4.9 se muestran las UFC/g,ner U’F(I/rnlﬁ(,pm;c ¥ UFC/ml ey Medidos con el método

antes descrito. Las UFC/gS{,p{,,m,enContmdas estuvieron entre 8.43x10, y 4.69x10,,, para la arena v el

carbdn activado, respectivamente. Klein y Ziehr (1990) reportaron un intervalo de biomasa

inmovilizada en carbén activado y vidro poroso de 1.86x10° y 4.0x10° UFC/gopurter

respectivamente, Los valores encontrados para el carbon activado en esie irabajo para tezontle y

carbén activado, son bastante altos si se comparan con los reportados por Klein y Ziehr (1990).

Tabla 4.9 Cargas celulares evaluadas para los difernetes soportes,

Soporte Porosidad (%) UFC/2 e UFC/ml, e UFC/ml

Arena 51.81 8.43x10" 2.67510° 5.67x10"

Tezontle 65.09 1.39x10" 5.34x10° 1.80x16"
Carbdn activado 68.00 4.69x10" 3.39x10" 1.73x10"
Alginato de calcio g = 0.74 3.85x10" 1.91x10" 403510

En 2 misma tabla se reportan los valores de porosidad o de fraccién vacfa de los soportes

caracterizados. Si se compara este valor con el de las UFC atrapadas en el soporte, parece haber

una relacién. Schoeider et al,, 1990, evaluaron el factor asociado a superficie en la formacién de

A
¥

biopeliculas, especialmente en el efecto de la porosidad del material sobre la formacién de fa

biopelicula.
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En la wbla 4.10 se presentan los resultados de la caracterizacion de los soportes en

cuanto a su capacidad de adsorber fencl y/o clorofenoles. Algunos de los valores de n y K de la

ecuacién de Freundlich reportados en la literatura se incluyen con fines comparativos.

Tabla 4.10 Caracteristicas de adsorcidn de los soportes estudiados,

Soporte Compuesto Adsorcién K n R

| méxima (%)
" Carbén Fenol 79.84 2.00 1.93 0.99
activado 0.0478" 244" NR'
| 2-clorofenol 94.03 32240 148 0.94
NR' 262.5b 11.90" NR®
2, 4-diclorofencl 09.74 238.28 1.87 0.98
2,4,6-triclosofenol 99.84 147.53 2.25 0.97
Tez_bntle Fenol 8.12 1.68 149 0.95
Ca-aiginato Fenol 13.21 159 1.52 0.96

Atena Fenol 0

“De Smgeeren 1930,
' :_.-_"de V;dic et al., 1992., NR no repottado.

o 433 Caracterizacién de las mezclas de fezontle

. _'La caractenzacwn del material con distmtas distribuciones de tamafio de particula se muestra en

- la tabla 4.11. Se encontraron diferencias entre las destintas mezclas, Las densidades aparentes se

presentaron en €l intervalo de 0.77 2 0.93 mg/. Los valores de solubilidad, como ya se indicé

_?anterlormente emula.n una prueba acelerada de desgaste de materiales. La mezcla con mayor

dureza esh proporc1on de gruesos, seguida por la de finos y finalmente los medios. Con respecto

alk capaadad de las mezclas de ser colonizadas por la bacteria Pseudomonas [fluorescens, es

“interésante notar que los finos y medios lograron una buena adhesién celular (alrededor de 10°

UFC/gyopane), Per0 la porcion de gruesos mostrd la mejor carga celular (alrededor de 10 " g, ).

Quizds el pardmetro mds interesante a evaluar sea la porosidad del material, De acuerdo con este
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parimetro, Ia mezcla de medios tuvo la mayor porosidad (65%), seguida de los finos (44%) y al

final la porcibn gruesa (21%). Ya que ésta es una caracteristica muy importante para fa seleccién

del empaque de la columna, se decidi6 utilizar Ia mezcla de los medios en la columna de 5 litros.

Tabla 4,11 Caracterizacién de las mezclas de tezontle.

Mezcla Malfas Porosidad | Densidad | Densidad Sof en Solen UFC/Z o
(%) aparente real HCL NaOH .
@) | (gD %) %)
" Finos | 16,18y20 | 4408 0.9378 1.7 347 0.897 8.5x10°
Medianos | 12,14y 16 | 65.09 0.7700 26 373 1360 1.4210°
Gruesos | 6,8y10 6128 0.8594 2.2 1.8 0.197 17x10"

4.4 DEGRADACION DE COMPUESTOS FENOLICOS SIMPLES EN

OPERACI@N POR LOTE. COLUMNA DE 27 ML DE CAPACIDAD

4.4.1 Comparacion del desempeiio de las columnas empacadas con carbon

_ activado, tezontie y alginato de calcio

Se llevé a cabo una comparacién del desempefio de las columna empacadas con alginato de

caldio, tezontle y carbdn activado. En la Tabla 4,12 se muestran las remoc:ibhes porcentuales, los

tiempos de degradacién y las velocidades de biodegradacion calculadas. Se debe recordar que se

fiié trabajar con una eficiencia de remocion igual o mayor al 95%.
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Tabla 4.12. Resultados de las pruebas con la colymna empacada con tezontle, alginato de calcio y
carbén activado,

Bimpague Compuesto Peso de Biomasa Degradacidn Hempo Act
toxico y conc., | soporte {UFC/E ) (%) (horas) volumétrica
mg/l ] mg . ./b.dia)
Tezontie Fenol, 100 31.74 2,48x10° 95,4 96 §2
“fezontle Fenol, 500 3172 56716 95,0 216 181
Tezontle Fenal, 300 31,60 2,64x10° 952 190 C 413
Alginates de Fenol, 1000 23,65 2 8x10° 97,5 120 669
calcio
Cathin Fenol, 1000 6,64 7.63x10° 1000 p 3,422
activado

Primero hay que observar las diferencias entre las experiencias degradando fenol a 100,
500 y 1,000 mg/t en la columna de tezontle. La cantidad de sopotte en la columna se mantuvo
constante. Ia carga biomdsica reportada corresponde a los valores al finalizar la prueba v como se
ve, oscild entrel0’ y 10" UFC/g,,. Bs dificil repetir experiencias en la columna con una misma
cantidad de biomasa fija, ya que ésta varfa de prueba a prueba. Los valores de biodegradacién para
las wes pruehas fueron de mas del 95% para tiempos de 96, 216 v 190 horas, respectivamente.
Calculando las velocidades volumétricas, encontramos valores de 82, 182y 413 mg/Ldia, lo que
significa un aumento de la actividad en un 200 y 400% con respecto a la actividad inicial de fa
columna.

Al comparar las experiencias con la columna empacada con tezontle, con Jas esferas de
alginato de calcio y carbén activado, es importante observar algunos elementos importantes,
Dadas las diferencias-en la densidad real de los soportes, la cantidad de soporte utilizado en la
columna es muy dispar (31.6, 23.6 vy 6.6 g, respectivamente), Por otro lado, €l sistema de
inmovilizacién para las tres columna es es distinto. En el caso del tezontle, la inmovilizacién es del
tipo de adsorcién en un soporte muy poroso, mientras que en el caso del alginato de calcio, se
trata de una inmovilizacién por atrapamiento. Finalmente, para el caso del carbdn activado, se
trata de una inmovilizacién por adsorcién a un soporte conocido por sus excelentes
caracteristicas de adsorcién.

Estos elementos se ven reflejados en los resultados de la prueba. Las concentraciones de

células medidos al final fueron de drdenes de magnitud diferentes 107, 10° y 10° UFC/2.ummion
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para las pruebas con tezontle, alginato de calcio y carbdn activado respectivamente. Las
degradaciones alcanzadas fueron de 95.2, 97.5 y 100%, pero los tiempos de degradacion fueron
de 190,120 y 24 horas, respectivamente. Bstas grandes diferencias en el tiempo dan como
1'ésu1tado actividades V(;lumétricas de 413, 669 y 3,422 mg/l.dfa, esto es un aumento de mas de |
50% y 800% st se considera como base a actividad de [a columna de tezontle. No hay que olvidar
las caracteristicas de adsorcién del carbdn activado, en comparacidn con las del alginato de calcio
yel tezohtle, ast como sus capacidades para retener células, fundamentalmente.

Ya que el excelente desempefio del carbdn activado se debe a su gran capacidad de
adsorcién, lo cual significa que los compuestos no son modificados, sino solo cambian de fase,
‘este 1o fue seleccionado para ser utilizado como soporte para las bacterias con capacidad de
degradacién de clorofenoles.

A partir de este punto, todas las pruebas que se presentan fueron realizadas con el

catalizador de tezontle inoculado con Pseudomonas fluorescens.

4.4.2 Algunas pruebas de degradacion de clorofenoles solos en la columna
empoacada con tezontie

. Se llevaron a cabo algunas pruebas de degradacién de clorofenoles por separado. Los resultados
mds relevantes se muestran en la tabla 4.13 Como se puede observar la concentracién inicial de
fenoles no fue la misma para las diferentes pruebas. Se teportan los resultados en cuanto 2 la
desaparicidn de fenol o COT al tiempo final y a las 24 horas de proceso. También se indica la
variacion en el F de las muestras y el valor promedio de UFC/gsoporte a fin de tomar la carga

celular en cuenta,
4.4.3 Biodegradacion de clorofenoles con las células inmovilizadas
Como se puede observar en las figuras 4.5, 4.6 y 4.7, P. fluorescens degrads el 2 clorofenol (2CF),

2,4 diclorofenol (2,4DCF) y 2,4,6 triclorofenol (2,4,6TCF) en concentraciones mdximas de 700,

700 y 800 mg/l, respectivamente. En términos generales, la mayor proporcion de clorofenoles
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fueron degradados durante las primeras 24 horas. Las actividades volumétricas (mg/l.dfa) de las

columnas empacadas, serdn discutidas en los siguientes apartados.

Tabla 4.13. Resnliados de las pruebas de degradacidn de clorofenoles por separado.

Remociones y UFC/gsopo e
Compucsto Remocion. porcentual pH,/pH, ApH UFC/8 morte
{mg/ %
® ¥ ¥ ot CoT * *
@ity | @oml) | @éw | (otal) '

2CF (500) 93.02 9818 60.84 60,54 622/63 0.08 5x107
24DCF (500) | 92,50 9,49 50.70 56.55 680770 020 3.4x107
245TCRE00) | 9229 93.68 4693 4806 | 65070 0.50 o

PCE@00) | 3508 7121 BB | 6 | 611636 025 Lixof

800 t—

) %; 766 Simbeto Concentruciin
é 600G g ",‘3"‘
5 500 a
2 400 g
= 2 Clorefenol b $00
= 300 &

LA

g 200

< 100 ¢
0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tiempo (h)

Figura 4.5 Cinética de degradacién de 2CF,
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!
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Figura 4.6 Cinética de degradacién de 2,4DCF.
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Figura 47 Cinética de degradacion de 2,4,61CF.

4.4.4 Desarrollo del material celular en la columna

En la figura 4.8 se presenta el contenido de células en las tres columnas empacadas con tezontle,
en funcién de la concentracién del compuesto téxico empleado. Como se puede observar, los

niveles de células oscilaron entre 104 y 100 UFC/ soporte La tendencia observada en la gréfica es

la siguiente: 2 medida que la concentracion de la sustancia toxica se incrementa, la biomasa crece,
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lo que significa que hay asimilacion. Este comportamiento fue el mismo para los tres compuestos
hasta una concentracidn de 200-300 mg/l. A partir de este punto la biomasa se mantuvo
constante, para empezar a decrecer 2 los 300 y 400 mg/l, dependiendo de el compuesto téxico en
cuestion, Io que im;:ﬁicarfa que empieza a haber efectos toxicos. Extrafiamente, para la
concentracién de 600 mg/l (en los tres casos) se observd un nuevo incremento en la biomasa
total. No se tiene una explicacion para este efecto.

Estas observaciones indican que a mayor cantidad de sustrato catbonado sea
suministrado, mayor serd la produccién de células, mientras no se alcancen niveles de

concentracién que presentan un efecto inhibidor al sistema (200-300 mg/l).

1.0081
) !.OOEMU-‘
i
& 1.00EXS 4
jo
O 100800
1‘-’) B
28 1.00m07
Q 1.00EH08 2 CF
g -0~ 2,4 DCF
1-008+05 -— 2.4,6 TCF
1.0QE+04 4 o +
50 100 200 it o] A0 500 44) 700

Concentracién de fenol, mg/L

Figura 4.8 Carga celular de [a columna empacada.

En las siguientes secciones se discute Ia actividad de las columnas, cuyo valor refleja

también el efecto inhibidor que los compuestos fendlicos producen sobre las células.

4.4.5 Relacion entre la actividad de la columna y la concentracion del
compuesto toxico empleado
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En I figura 4.9 se resumen las actividades volumétricas de las columnas empacadas cuando
trataron. 2CF, 2,4 DCF y 24,6TCF. Ias actividades oscilaron entre S0 v 2,500 mg/Adia,
dependiendo de a sustancia toxica y su concentracion. En términos generales la actividad fue
mayor entre mas alt% fue la concentracion def clorofenol. Esta tendencia cambié a una
concentracién de 500, 400 v 600 mg/l para el 2CF, 2,4 DCF y 2,4,6TCF, respectivamente. A partir
de este punto la actividad empezé a disminuir en todos los casos. Se puede generalizar diciendo
que las actividades volumétricas fueron iguales para los tres compuestos en €l intervalo de 50-200
mg/l. Entre 200y 500 las actividades para cada compuesto se separan. Las mejores actividades las
presentd la columna alimentada con 2,4,6TCF, seguida de la columna alimentada con 2CF y
finalmente la alimentada con 2,4DCF. Por arriba de 500 mg/! las actividades del la columna con
2CF y 2,4 DCF son muy similares e inversamente proporcionales a la concentracion de cada
compuesto, Finalmente, la actividad de la columna que tratd 2,4,6 TCF aument hasta los 600
mg/1 y disminuyd un poco 2 los 700 mg/l, pero con un valor superior a cualquier otra actividad de
columna alimentada con 2CF o 2,4 DCF. Hasta esta etapa las pruebas fueron presuntivas o
preeliminares, con el fin de seleccionar los pardmaetros definitivos que se considerarin en el

disefio estadistico de los siguientes experimentos.

2500
-8~ 2CF \,

2000 ¥ | _w- 2,4DCF

-4~ 2,4,6TCF / 9
| /'

Actividad (mg/1.dia)

5O 100 200 300 400 50O 600 700
Concentracion de fenol (mg/I)

Figura 4.9 Actividad de Ia columna de tezontle en funcion de la concentracion de téxicos.
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4.4.6 Operacion de la columna de 27 ml. Clorofenoles simples

fl sistema fue capaz de remover entre el 90 y el 100% de la concentracién inicial de fenol o
clorofenoles. Ias méximas concentraciones probadas fueron 1000, 600, 600, 700 y 300 mg/i para el
F, ZCF, 2,4DCF , 2,4,6TCF v PCF, respectivamente. En la figura 5.10 se muestra un diagrama tipico
de lIa degradacion de dichos clorofenoles. En este caso se trata del 2,4,6TCF a una concentracién
inicial de 600 mg/l. Las barras indican la variabilidad de tres experimentos desarrollados de forma
no secuencial. Ademds, los resuitados de una prueba abidtica (en la que la columna fue empacada
con tezontle estéril). Como se observa, el 2,4,6CF no desaparece abiSticamente. En general, €]
tiempo de degradacién fue muy dependiente del tipo de compuesto tOxico y su concentracién,
Para todos los clorofenoles probados, la mayor parte del material se degradé en las primeras 24
horas, pero el proceso fue detenido hasta que se alcanzé una eliminacion del 95%. Entre mds
grande fue la concentracion inicial, mds corto fue el tiempo de proceso para concentraciones
entre 50 y 600 mg/1. Para el experimento de 700 mg/l, se observo un incremento en el tiempo del

proceso. Este comportamiento fue el mismo para todos los clorofenoles.

800

700 | Prueba abidtica

y = 548,5¢°077™

Concentrac-ién de TCF, mg/l
-
8

0 20 40 60 80
Tiempo, horas

Figura 4.10. Variabilidad de las pruebas y resultados de la prueba abiotica.
(2,4,6TCE, 600 mg/l) .
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Las actividades de la columna empacada o velocidades de biodegradacién VBD (en
mg/1.dia) toman en cuenta la cantidad de material degradado, el volumen empleado v el tiempo
de proceso. Estas actividades fueron calculadas para todos los experimentos y se presentan en la

tabla 4.14.

Tabla 4.14. Velocidades de biodegradacion o actividades de [a columna empacada con tezontle,

en mg/l.dia,
Velocidad de biodegradacion VBD, en mgfennlfl.dia
Concentracion, ¥ 2CF . 2,4DCF 2,4,6TCR Py

mg/

30 - 43 45 52 16
100 82 7 69 83 16
200 688 656 770 204
300 1038 986G 1,741 Ho
400 - 1,779 1,388 1,765

SG0 132 1,638 1,669 1,983

600 72 725 2043

gL 2,193

1000 i3

Como procedimiento general, cada compuesto fue probado en concentraciones sucesivas

hasta que se observé una disminucién en Ja velocidad de biodegradacién. En el caso del fenol,
-s6lo se probaron concentraciones de 100, 500 y 1000 mg/l. Es interesante notar que las
velocidades de biodegmdacién de los clorofenoles resultaron fnayores a las del fenol, a pesar de
que éstos son més téxicos que el compuesto no-sustituido. No se tiene una explicacién detallada
sobre este comportamiento, que no cosresponde con el reportado por otros autores. Dapaah y
Hill (1992) midieron la degradacién de fenol y 4-clorofenol por medio de células libres de
Pseudomonas putida. Ellos alcanzaron actividades o velocidades ‘de biodegradacién de 64
mg/l.dfa para 500 mg/l de fenol y 13 mg/l.dia para 100 mg/l de 4-clorofenol. Westmeier y Rehm
(1985) emplearon células de Alcaligenes sp. atrapadas en esferas de alginato de calcio para Ia
degradacién de 4-clorofenol. Elios reportaron actividades en el intervalo de 269 a 514 mg/l.dia
para concentraciones iniciales de 0.25 a 0.5 mg/l de clorofenol. Por otro lado, 1ee ef al. (1994)

estudiaron €l uso de una mezcla de 6 microrganismos identificados, inmovilizados en esferas de
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alginato de calcio en la biodegradacidn de fenol, 2clorofencl y 24diclorofenol. Estos autores
-reportaron actividades de 181-1000 mg/l.dia para concentraciones de 200 a 500 mg/1 de fenol, de
10 2 12.96 mg/Ldia para 10 a 35 mg/l de clorofencl y de 40 a 80 mg/Ldfa para 20 a 40 mg/l de
diclorofenol. En el cas<; del pentaclorofenol no hay mucha informacién disponible en cuanto a
sistemas inmoviiizad(}s; pero existe una excelente revision sobre la degradacién de

pentaclorofenol, publicada por McAllister et al., 1996.

4.4.7 Carga biomdsica del biofiliro

Es necesario resaltar quetodas las remociones y velocidades de biodegradacion reportadas estn
relacionadas con la carga mésica. En la figura 4.11 se muestra la carga celular de la columna

medida como las UFC/g,,,.. para las diferentes experiencias de biodegradacion.

1,E+12 5

1,E+ll = "o‘ F

1, E+10 L i 2CF

1E+05 L O —&— 2,4DCF
1,E+08 | ~—&—2,4,6TCF

1, E+07 ~@—PCF 0O

1,E+06 | 4
1E+05 1 @
1,E+04 |
1,E+03 |
1LE+02 |
1,E+01

Carga celular, UFC/g o

0 200 400 600 800 1000
Concentracién de fenol, mg/L

Figura 4.11 Carga biomasica como una funcidn de Ia concentracién de fenoles en Ia prueba. -

Los valores de UFC/g,,.. Para las columnas alimentadas con 2CF, 2,4DCF y 2,4,6TCF son

muy similares entre sf. En todos los casos iniciaron con una carga de alrededor de 10° y
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aumentaron a medida que fa concentracién del txico fue incrementada hasta valores de 10%-10%°
URC/gpu Para concentraciones de 200-300 mg/l de los clorofenoles. A partir de este valor, se
observé un decremento en la carga celular hasta valores de 10°-10° que fueron alcanzados a
concentraciones de airededor de 500 mg/l. Después de este punto se observa un nuevo
jncremento en los valores de UFC/g,.me DEr0 Do se tiene una explicacién para este fendmeno.
Seguramente, estos eventos estdn relacionados con la toxicidad del efluente y del afluente
gener&dd. Con el fin de investigar este aspecto, se sugiere ltrabajar con mas de una columna por
separado, con la misma carga celular (tan cercanas como puedan ser), para efectuar pruebas con
diferentes concentraciones de clorofencles al mismo tiempo, sin el efecto de la historia de fa
columna. ‘

En el caso del PCF, la concentracién inicial de biomasa fue de 10 UFC/8,e Cuando la
concentracién del compuesto llegd a 200 mg/l, la carga fue de 107 UFC/g e Finalmente, a las
mayores concentraciones de pentacforofenol (300 mg/l) Ia biomasa fue de alrededor de 10% URC/
. BN t0d0S8 lo8 Cas0s la carga celular fue menor que la entrada para los demas clorofenoles.

La columna que sdlo traté F presentd, en cambio, mayores concentraciones de carga
celular. Empezé con un vilor de aproximadamente 10 UFC/8, . ¥ alcanzé hasta 101 UFC/8 e
para el caso de una concentracién de F de 500 mg/l. Para la prueba de 1000 mg/l, se tuvieron
concentraciones de hasta 107 UFC/g,,,.... Empleando la curva de peso seco desarrollada, se calcula

que el promedio de biomasa en base seca en la columna fue de alrededor 2 0.42 mg/l.
4,4.8 Efecto de la relacion C/N sobre lg VBD de la columna

Durante los experimentos de degradacidn antes descritos, se utilizaron las sales minerales
incluidas en el medio Dapaah y Hill (1992). En esta setie de experimentos se varié la relacién C/N
modificando I proporcion de la fuente de nitrdgenc ((NHp,30,) y manteniendo la cantidad de’
fuente de carbén. Ia relacién C/N fue fijada a valores de entre 0.5 y 2 para el 2CF, 24DCF y
2,4,6TCF a una concentracién inicial del CF de 300 mg/l. Ias experiencias de degradacién se
detuvieron al alcanzar al menos 95% de degradacién. Se calcularon las actividades de la columna y

se graficaron contra la relacién C/N. En la figura 4.12, se muestra el comportamiento de esta
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funcion para el caso del 2,4,6TCF. Como se muestra claramente, existe una funcidn inversamente
prdporcional entre la actividad de la columna y Ia razdn C/N. Bste comportamiento es igual para
los otros dos compuestos v tiene interesantes implicaciones para la operacion del biofiltro. la
necesidad de adicionzju‘ nitrégeno al influente a tratar, es comun para algunos sistemas de
tratamiento bioldgico. Si se determinan adecuadamente las relaciones C/N requeridas, es posible
manipular la actividad bioldgica de Ia columna, disminuyendo el volumen requerido para alcanzar .

Jas eficiencias de remocion necesarias,

3500

3006 {
2500 }

2000

1500 4

1000

500 4 P
0 : -+

0 038 ! 1.5 2 13
Relacion C/N

{mg/l.dia)

Actividad de la columna

Figura 4.12. Velocidades de biodegradacion de la columna como una funcién
de Ia relacién C/N.

4.4.9 Degradacion de clorofenoles y COT

En la figura 4.13 se muestran los valores de COT en la biodegradacién de 2CF, 2,4DCF, 2,4,6TCF
y PCF. Es notable que mientras el valor de COT para el mono-, di- y triclorofenol se ve reducido
_considerablemente, pata el caso del penta-sustituido este valor es précticamente constante en el
misﬁao periodo. De hecho el experimento con PCF se continué por més de 100 horas y ningln
cambio fue detectado. Las lineas sélidas muestran los datos de biodegradacion ajustados a una-
ecuacién del tipo COT = COT, K2t donde COT,, es la cantidad inicial de COT, k es una

constante cinética y t, el tempo de proceso.
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Pigura 4.13. Valores de COT ea funcisn del tempo de degradacién.

Los valores de remocién de CF y COT se encuentran reportados en la tabla 4.14. Se
- presentan los valores de la degradacidn de fenoles y COT a las 24 horas de proceso, cuando Ia
mayor parte del 2CF, 2,4DCFy 2,4,6TCF han sido removidos. Las remociones de COT fueron del
orden del 63, 47, 71 y 14% del 2CF, 2,4DCF, 2,4,6TCF y PCF, respectivamente. Estas remociones
representan el 73,53, 75 y 24% de los fenoles removidos. Es interesante observar que los mayores
valates corresponden al 24,6TCF (el segundo mejor valor en cuanto a la VBD) y el 2,4DCF (el
tercer valor en relacién a la VBD). El valor mds bajo corresponde al PCF, tres veces menor que €l
de los otros compuestos mencionados. Todos los experimentos fueron llevados a cabo 2 un pH
inicial de 7.0, y aungue no se siguieron cinéticas de pH durante el proceso, se midié este valor al
finalizar 24 horas y se encontraron valores de pH de 5.9, 6.1, 6.1 y 6.9 respectivamente, Una vez
mis se observa la similitud entre los procesos de degmdacién de los clorofenoles y el del

pentaclorofenol especificamente. Ia observacion de estas evidencias, junto con algunas

expetiencias llevadas a cabo con ayuda de la cromatografia de gases, hace pensar que el -
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4. Resuitados y discusién

mecanismo de degradacion def los CF es la decloracién del intermediario alifdtico después de la
ruptura del anillo aromdtico (para e} 2CF, 2,4DCF y 2,4,6TCF) como ha sido sugerido por
Uotila(1993) para la cfecloracién de mono y diclorofenoles por los géneros Pseudomonas,
Arthrobacter y Rodoco@cus. En cuanto al mecanismo de degradacién del PCF, el mecanismo es
evidentemente otro, quizds la dehidroxilacién, como lo revisa Uotila (1993) para la degradacion
de fenoles policlorados por los géneros Pseudomonas, Corynebacterium.,Rhodococcus,

Mycobacterium, Arthrobacter, Streptomyces y Flavobacterium.

Tabla 4.15. Remocién de CF ‘s y COT a las 24 horas de proceso.
Concentracién de 300 mg/l. para cada CF.

Concepto 2CF 2,4DCF 2,4,6TCF PCE
Remuncidn de CF, % 86 89 94 59
Remocion de COT, % 63 47 71 14
CF/COT, % 7 53 s 24

i 5.9 6.1 6.1 6.9
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4.5 DEGRADACION DE MEZCLAS DE FENOLES EN OPERACION POR
LOTE. COLUMNA DE 54 MILILITROS DE CAPACIDAD

4.5.1 Biodegradacion de las mezclas de clorofenoles

Las concentraciones de clorofenoles en las muestras fueron de 200, 400, 600 y 800 mg/l. En la
ﬁgﬁra 4.14 se muestran los perfiles de concentracién de fenoles totales (medidos con el método
de la antipirina) como una funcidn del tiempo. Las corridas de biodegradacién fueron
interrumpidas al alcanzar una remocién de clorofenoles del 95%, salvo en el caso de la experiencia
con 800 mg/1. Para las experiencias con 200, 400 y 600 mg/l de CF los tiempos aproximados fueron
de 123, 64 y 89 horas respectivamente, aunque la mayor parte del material desaparecié en las
primeras 15 a 20 horas. El caso de la mezcla de 800 mg/ fue completamente diferente. El
experimento fue detenido a las 281 horas, pero la remocién de fenoles totales no alcanzé mis del
50%. Algunos problemas con el método de la aminoantipirina fueron detectados, como la
formacién de colores diferentes a los esperados. Se decidié detener Iz prueba y hacer los andlisis
de las concentraciones iniciales y finales por medio de cromatografia acoplada a espectrometria
de masas.

En la figura 4.14 las lineas s6lidas representan la ecuacién
CF = CF, exp (k, £) “ 2y -

donde CFO es la concentracién inicial de clorofenoles (mg/l), kl‘ es una constante cinética
(horas'}) yt, el tiempo de proceso (horas). Los resultados son resumidos en la tabla 4.16, con
concentraciones iniciales y finales determinadas por cromatografia de gases. Como se muestra,
estos resultados son similares a los reportados en la figura 4.17. Al final de la experiencia con 200
mg/l solo 26.23 mg/l de CF permanecieron (remocién del 87 %), dando una velocidad de
biodegradacion de solo 33.9 mg/L.dia. En el experimento con 400 mg/l permanecieron solo 10.8
mg/] de clorofenoles totales (remocién del 97.29%), dando una VBD de 145.9 mg/L.dia. La tercera

experiencia dié los mejores resultados, ya que sélo 17.84 mg/ de los 600 iniciales fueron
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detectados al final de la experiencia (remocién del 97.02%), dando una VBD de 156 mg/.dfa. la

prueba con Ia concentracién mayor fallé, ya que €99 de los 800 mg/! iniciales permanecieron al

final del proceso (remocion del 12.56%), dando una VBD de 8.58 mg/l.dfa.
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Figura 4.14 Cinética de degradacién de fenoles totales en funcion del tiempo para las

mezclas de 200, 400, 60¢ y 800 mg/I de CFT.

Tabla 4.16. Biodegradacion de las mezclas de clorofenoles.

Conc. Conc, final Remocién | Tiempo de VBD Biomasa Biomasa
inicial mg/l % proceso, h mg/ldia inicial Final
mg/l ' UFC/ 8soporte | VT € soporte
200 2623 86.88 123 33.90 w10l 1510%

400 10.80 97.29 64 145.94 ot 710+

600 17.84 97,02 89 156.98 131107 110%

800 69951 1256 281 858 0% 210t

En la misma tabla 4.16 la biomasa inicial y final de la columna para cada experiencia se muestra

como las UFC/gsoporte Es notorio que las diferentes mezclas tuvieron un efecto positivo o

negativo en la carga celular inmovilizada en la columna, con un minimo de de 1 x10%

rk!
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UFC/g, op orte. El primer experimento inicié con 400 mg/l. Durante la prueba la biomasa aumentd
en 7 veces. En la segunc}a prueba (600 mg/) se inicié con 107 y termind con 104 UF C/gsoporte,
lo que significa una disminucién de 3 érdenes de magnitud, debida a la toxicidad del efluente a
tratar. En el tercer exﬁeﬁmento (800 mg/1), una nueva disminucién en la biomasa fue observada.
La Ultima prueba se 'Iievé a cabo con la mezcla de 200 mg/l de concentracidn. En ésta, fue
observada una disminucién de dos ordenes de magnitud, quizds no relacionada con la alta
toxicidad del efluente, sino con la baja disponibilidad de fuente de carbén para las bacterias
inmovilizadas.

En las tablas 4.17, 4.18, 4.19, y 4.20, las concentraciones iniciales v finales de los fencles
especificos, las remociones alcanzadas y las VBD, se comparan. En la tabla 4.17 se muestran los
valores de la experiencia con 200 mg/l. Las remociones de los fenoles especificos oscilaron entre
77.6 y 99.8%, dando VBD de 7.57 a 9.74 mg/Ldia. Las remociones globales y la VDB fueron de
86.88% y 33.9 mg/l.dia, respectivamente.

La prueba que inicié con 400 mg/i de clorofenoles totales, alcanzé mejores remociones de
los clorofenoles especificos (94.55-99.99%), asi como VBD entre 34.49 y 37.27 mg/l.dia. Las
remociones globales y la VBD alcanzaron cifras de 97.29% y 145.94 mg/l.dia, respectivameﬁte,

como se muestra en la tabla 4.18.

Tabla 4.17. Experimentos con mezclas de 200 mg/l de fenoles totales.

. Compuesto Concentracion inicial | Concentracion final Remocion VBD
o mg/1 mg/l % mg/l.dia

2,4DCE 50 0078 99.80 9.74

246TCF 50 4084 91.83 8.95

234 6TeCR 50 10.901 78.19 7.62

PCE 50 11174 77.65 757

T 200 26237 86.88 3.9
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Tabla 4.18. Resultados de los experimentos con mezclas de 400 mg/l de fenocles totales.

Compuesto Concentracion inicial | Concentracion final VBD
mg/l mg/i Remocién mg/.dia
%

2 ADCF 100 0.0073 99.99 34,49
246TCE 100 0.596 9940 - 5727
2346TeCF 100 4755 9524 35.71
PCE 100 5.455 94.55 3545
TF 400 10.803 97.29 145.94

El experimento que inicié. con 600 mg/l fue el mejor de la serie. La remocién de clorofenoles
especificos tuvo valores de 94.14 2 99.95% con VBD de 38.08 a 40.43 mg/l.dia. Las remociones y
VBD globales alcanzaron niveles de 97.02% y 156.98 mg/1.dfa, respectivamente. Los detalles de la
prueba se muestran en la tabla 4.19.

La corrida con 800 mg/ iniciales de CF fallé. Las remociones de clorofenoles especificos
alcanzaron valores de 0 a 27.13%, con VDB de 0 a 443 mg/l.dfa, consecuentemente. Los valores
globales de remocién y VBD fueron de 12.56% y .58 mg/l.dfa, respectivamente. Estos valores
fueron los mds bajos de todo el juego de experimentos. Los valores especificos se muestran en la
tabla 4.20. |

Tabla 4.19. Remociones alcanzadas en el experimento con 600 mg/l de CF.

Compuesto Concentracion inicial | Concentracion final Remocion VBED
mg/l mg/t % mg/l.dia
24DCF 150 0.0678 99.95 40.43
246TCF 150 1.207 99.19 40.12
2346TeCK 150 7.79 94.80 38.34
PCF 150 878 04,14 3808
i 600 17.84 9702 150.98

Tabla 4.20. Experimentos fallidos con la mezcla de 800 mg/l de fenoles totales,

Compuesto Concentracion inicial | Concentracion final Remocion VBD
mg/l mg/} % mg/l.dia

2,4DCR 200 145.72 2713 463

2401CF 200 180.33 9.8 1.67

23461eCF 200 17546 13.26 226

PCE : 200 2000 00.00 0.0

TF 800 699.51 1256 858
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Bl sisterna fue capaz de tratar soluciones conteniendo 200600 mg/ de clorofenoles con
excelentes remociones de entre 86.66 v 97.02%, con VBD de 33.9 é 1569 mg/l.dfa. Enel caso de la
prueba con 800 mg/, se observé una fuerte' inhibicién debida 2 la alta toxicidad de la mezcla. Es
importante recalcar qué los experimentos con los clorofenoles por separado dieron resultados
igualmente satisfactorios. El sistema fue capaz de tratar soluciones conteniendo de 100 a 1,000
mg/! de fenol, 50-600 mg/t de 2CF y 2,4DCF, 50 a 700 mg/l de TCF y 50 a 300 mg/l de PCF. Aun
cuando éf TeCF no fue probado individualmente, fue muy bien degradado, alcanzdndose
remociones del 78.2 al 95.2% en los experimentos de 200-600 mg/1.

Las VBD especificas para cada clorofenol son bajas si se comparan con aquellas
determinadas para los clorofenoles por separado. Por ejemplo, la VBD para el 2,4DCF en la mezcla
tiene un valor de 9.74 a 40.43 mg/1.dfa, en comparacién con la VBD de 45a 656 mg/l.dia reportada
para el 2CF en concentraciones de 50-200 mg/l. En el caso del 2,4,6TCF las diferencias son atn
mis grandes: Jas VBD de 52 a 770 mg/l.dia para concentraciones de 50 a 200 mg/ para el
compuesto solo, son mucho mayores que aquellas reportadas para el compuesto en la mezcia
(8.9 a 38.3 mg/1.dfa). Finalmente, los valores de VBD para el PCF fueronde 7.6 a 38 mg/l.dfa para |
a mezcla yde 16.6a 203.6 mg/l.dia para el compuesto solo.

Otros trabajos han reportade valores de VBD para filtros aerobios y sistemas similares.
- Por ejemplo, Bettman y Rehm (1985)  inmovilizaron Pseudomonas putide en poliacrilamida-
hidracida. Este biocatalizador fue utilizadd en un reactor tipo airdif de 0.9 | para tratar
soluciones conteniendo mezclas de fenol (1,000 a 5,000 mg/l), 4-clorofenol (25 a 65 mg/l) y cresol
{30 mg/l). Los autores reportan remociones en el rango de 752 100 % con VBD de 3,120 a 7,200
mg/l.dfa. Estos valores no son de extrafiar si se recuerda que el fenol tiene una toxicidad
equivalente a una dosis letal media EC50 de 18 mg/! (medida con el método Microtox).

Khlevnikov y Peringer (1996) inmovilizaron a Commamonas testosteroni en un mezclador
estético de material plistico para el tratamiento (en una columna empacada de 8 litros) de
corrientes conteniendo 4cido paratoluen-sulfdnico en concentraciones de alrededor de 1,140
mg/1. Los autores concluyeron que es posible tratar estas corrientes con eficiencias tan altas
como 902 100% con VBD de 2,400 2 4,800 mg/l.dia.
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Fava et al. (1996) experimentaron con un co-cultivo de bacterias inmovilizadas en sflica,
yidrio y cubos de espuma de poliuretano. Ef volumen interno de la columna empacada utilizada

fue de 0.57 I Los sustratos a degradar fueron 2,5-diclorobifenil, 2,3’ diclorobifenil, 24 -
diclorobifenil, 3,3 *-diclorobifenit y 4,4 *-diclorobifenil por separado, a concentraciones de 75 mg/,
Los autores reportaron que el sistema es capaz de biodegradar cualquiera de los sustratos
alimentados. Se midieron decloraciones del 30 al 90% en 100 a 150 horas y se reportaron las
concentraciones de algunos metabolitos intermedios de fa degradacién.

Finalmente, Seignez et al. (1993) emplearon un cultivo mixto inmovilizado para el
tratamiento de antraquinona 2-sulfato (1,200 mg/) y fenol (4,800 mg/l) por separado, en una -
columna de 1.2, Ellos mostraron que es posible obtener eficiencias de remocién de alrededor del
90%, con VBD de 4,080 mg/l.dfa para el antraquinona 2-sulfato yde 6,720 mg/l.dia para el fenol.

En general, todos estos trabajos se flevaron a cabo con compuestos menos compuesto
téxicos que los utilizados en este trabajo. S6lo en el caso de los bifenilos policloradbs se podria
esperar una toxicidad mayor 2 la reportada para los clorofenoles. Ademds, es importante subrayar
el hecho de que las mezclas de clorofenoles mostraron toxicidades mayéres que las de los
compuestos individuales. Otro aspecto relevante es el tiempo de inoculacién y arranque de los
sistemas. Seignez et al. (1993) reportaron 25 dias de operacién continua para alcanzar la
operacién éptima con del consorcio aerobio que utilizaron. Por el otro lado, Fava et al. (1996)
mencionaron que la suspensién celular fue reciclada durante 5 dias como procedimiento de
inoculacién. En este trabajo, la solucién celular fue circulada durante 12-24 horas al inicio del
proceso, Se demuestra entonces que es posible degradar compuestos a altas concentraciones
sin necesidad de un proceso de adaptacidn, como el empieado en algunos trabajos reportados
en la literatura, en los que se aclimata a los microrganismos aumentando poco a poco las
concentraciones de los compuesto t6xicos a tratar.

La aportacién de este trabajo radica fundamentalmente en Ja demostracién de que es
factible tratar corrientes que contienen concentraciones de hasta 600 mg/l de mezclas de cuatro
clorofenoles, cuando en la literatura se ha reportado la degradacion de mezclas binarias, con

menores concenttraciones totales.
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4.5.2 Degradacion de COT y caracterizacion cinética del proceso

La figura 4.15 muestra el desarrollo del COT a lo largo del proceso de degradacién. Las lineas

s6lidas representan a la ecuacion :
COT/COT, = COT, exp (kyt) 3)

donde COT/COT es la razén del COT a cualquier momento del proceso y el COT inicial,
expresada en %, COT | es un pardmetro que indica Ia cantidad porcentual de COT al inicio def
proceso (debe ser cercano al 100%), k, es un pardmetro cinético (horas’ by t es el tiempo de
proceso (en horas). Como se muestra en la figura, en los experimentos con mezclas de
concentracién 400 y 600 mg/i de CF, se alcanzaron valores de remocién de hasta 68-79%, mientras
que en la prueba de 800 mg/l, sélo desaparecié un 2% del inicial, quizas debido a que el tiempo
de reaccién no fue suficiente para mineralizar una mayor proporcion de compuestos fenélicos. la
mayor parte del material carbonado desaparecié entre las 50 y las 160 horas para el caso de los
experimentos con 600 y 800 mg/1. Desafortunadamente en el caso de las pruebas con la mezcla de

200 mg/l no se tienen valores de COT, por un error en el manejo de las muestras,
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» 400 mg/1
= 600
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Figura 4.15 Cinética de degradacién de COT en funcién del tiempo para las mezclas de 400,
600 y 800 mg/A de CF.

En la tabla 421 se muestran los valores de las constantes cinéticas para la desaparicién
de CF's y COT. Como se observa en el caso de los clorofendles, los valores de 'IFD no estdn muy

cerca de las concentraciones reales del experimento (diferencias hasta de mds del 100%).

Tabla 4.21, Constantes cinéticas para la degradacién de las mezclas de clorofenocles.

Concentracion de la Fenoles coT
meicla {expresados como mg/l) {expresado como % del COT inicial)
Mg/l ‘ TR o kl r CCYI'O k2 r
200 140.96 0.0102 0.7512 - . |
400 203.87 00419 09046 96.75 0.0001 0.1191
600 385.75 0.0353 0.9575 80,53 0.0106 0.9163
800 750.8 0.0030 0.8578 108.71 00047 9.8813
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En relacién a la degradacion de fenoles, los valores de k; son variables y no presentan
una clara relacion con la concentracion inicial de la mezcla. Los valores de r demuestran que se
logran buenos ajustes 2 la curva tedrica, quizds con excepcidn del experimento con 200 mg/l. En
cuanto a ia degradacion de COT, los valores de COT/COT se encuentran muy cerca del 100%.
Los valores de k, son también diferentes y no se observa ninguna relacién entre éstos y las
concentraciones iniciales de COT. Finalmente, los valores de r son aceptables para las
experiencias con 600 y 800 mg/l, no asf para la de 400 mg/l. Este comportamiento podria ser
definitivamente ajustado a una curva lineal del tipo COT/COT_ = A + Bt.

Eckenfelder (1991) reportd la oxidacidn por perdxido de hidrdgeno de algunos

- clorofenoles utilizando dosis estequiométricas de H,O,. Entre otras experiencias, el encontrd

que es factible alcanzar reducciones del 75 ?48% de DQQO y COT para el 2CF (625 mg/D), 69 v 50%

" “de DQO yCOT para el 2,4DCF (815 mg/l) y de 47 y 44% de DQO y COT para el 2,4,6TCF (800

- mg/l), respectivamente. Estos valores son Unicamente una referencia de las capacidades

- oxidativas de un sistema alterno como lo es la oxidacién quimica, atin cuando las experiencias se
flevaron a cabo con los clorofenoles por separado y las concentraciones totales no son

* exactamente las mismas.

45,3 Reduccidn de la foxicidad

“' Las pruebas de toxicidad (Microtog) se Jlevaron a cabo de acuerdo con las instrucciones del
-~ fabricante, con €l fin de estimar las toxicidades iniciales y finales para el caso de las mezclas de

ey 00, 600 y 800 mg/1. Los resultados de estos experimentos se muestran en la tabla 4.22

Tabla 4.22. Remociéa de toxicidad (Microtox).

" Mezcla 0 compuesto, Toxicidad infcial UT Toxicidad final UT Remaocion,
mg/] (EC50, mg/l) (EC50, mg/l) %
Mezcla, 400 408024 2L14.7) 48
Mezcla, 600 524 (19 122(8.1) 77
Mezcla, 800 358.0 (0.3) 2782 (04 22
Fenol, 100 3.8 (260} .
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Las toxicidades iniciales, como EC50 en mg/l fueron de 245, 1.9 y 0.28 para las correspondientes
mezclas (400, 600 y 800 mg/h), lo que corresponde a 40.8, 52.4 y 358 unidades de toxicidad UT

definidas como: E
UT = 100/EC50 4

Las unidades de toxicidad permiten un manejo mds ficil de los valores de toxicidad, a mayor valor
de UT, mayor toxicidad y viceversa. Como elemento comparativo, se anexa el valor de toxicidad de]
fenol puro en una solucién a concentracién de 100 mg/l (BC50 de 3.85 y UT = 25.98).

A partir de estos valores es evidente que todas las muestras son altamente tdxicas (un
valor de UT superior a 4 es considerado altamente compuesto tdxico). La toxicidad fue
disminuida a causa de la degradacién de clorofenoles , pero no en la misma proporcién. Las
toxicidades finales de las mezclas fueron de 21, 12.25 y 278.24 UT para las mezclas de 400, 600 y
800 mg/1. Esto significa una reduccidn de toxicidad del 48.3, 76.6 y 22.3%, respectivamente, Las
cantidad de UT removida por coriida fue de 19.7, 40.1 y 79.8 para cada caso, lo que significa que
entre mas concentrada estaba la muestra, mayor fue ia remocidnen UT. Es importante recordar
que los valores de toxicidad para los compuestos por separado como EC50 reportados por Blum
"y Speece, (1991) son 2.0 1.9 y0.735 mg/l para el 2 4DCF, 2,4,6TCF y PCF, respectivamente.

4.6 DEGRADACION DE CLOROFENOLES EN OPERACON CONTINUA.
COLUMNA DE 5 L DE CAPACIDAD

4.6.1 Produccion del indculo e inmovilizacion del microrganismo a la columna

Ja columna fue empacada con la mezch de tezontle con la fraccién de tamafios denominada
- medios (mallas 12, 14 y 16). Se hizo circular a través de la columna el producto de dos
fermentaciones de 15 litros consecutivas. Al final del proceso se drené el liquido y se midieron las

UFC/8,pore ESte pardmetro alcanzé un valor de 107 UFC/8.pore
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Se realizé una inoculacidn en medio liquido para lograr su crecimiento durante 24 horas
con agitacion continua y a 35 °C y un volumen total de 300 ml. Después se procedi6 a inocular
una fermentacién de 3,0 litros llevada a cabo durante 25.5 horas. Debido a que la cantidad de
células crecidas durante esta fermentacién no fue lo suficiente para poder utilizarla como indculo,
se procedid a llevar a cabo nuevamente la fermentacion a 3.0 litros, previamente teniendo los 300
ml de cultivo; Ahora el tiempo de fermentacién fue de 22.5 horas, (tres horas menos), ya que a
este tiempo habfa una buena cantidad de células para realizar el escalamiento a 15.0 litros. Los

resultados de las fermentaciones se presentan en las gréficas siguientes,

0.26

0.20 1
0.15 |

0.10

Densidad optica

.05 J = m 12 fermentacion
¥ 2° fermentacion

0.00 3 T T T L ¥ ¥ d
0.00 350 1725 1830 2026 2146 2250 2346 254

Tiempo de fermentacion (horas)

Figura 4.16 Comparacién del crecimiento de las Pseudomonas fluorescens en dos
fermentadores de tres litros.
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4. Resultados ¥ discusién

pensidad ptica

Tiempe

Figura 4.17. Tiempo vs. Densidad optica del 20. proceso de fermentacion de 3.0 litros.
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Figura 4.18 Resultados d

el proceso de fermentacion a la escala de 15.0 litros,
Densidad optica vs. UFC/ml.
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4, Resultados y discusion

Se empaco tezontle mallas (12, 14 y 16) sobre una base de arena de 10 cm dentro de una
columna de acrilico con volumen de 5.0 1. Bl tezontle fue perfectamente mezclado hasta lograr
una mezcla uniforme, Después se procedié a realizar el proceso de inmovilizacién en dicha
columna. Para fa inmovilizacién de la biomasa se utilizaron los quince litros obtenidos a partir de
la fermentacién. | 7

Después de haber realizado la inmovilizacién se procedié a realizar un conteo de la
cantidad de biomasa contenida en € tezontle, que es el soporte de la biomasa en la columna
empacada. Este procedimiento de conteo se realizé aproximadamente cada siete dias o cada
cambio de compuesto téxico y de concentracion. La tabla 4.23 muestra los resultados de estos
conteos yla gréfica 4.19 muestra como fue el comportamiento de [a biomasa durante la operacién
de la columna empacada con diferentes compuestos compuesto togicos varlando las
concentraciones.

Los comteos se realizaron tanto en medio rico (YPG) como en medio especifico para
Pseudomonas (King-B). La razén de este doble conteo es €l conocer si ademds de Pseudomonas
fluorescens, podia haber otro tipo de microorganismo creciendo junto con lag Pseudomonas en
la columna empacada.

Como puede observarse, tanto en la tabla 4.23 yen la grdfica 4.19, durante los meses de
- diciembre, enero, febrero y parte de marzo, la cantidad de unidades formadoras de colonias por
gramo de tezontle (UFC/g) disminuyé debido a la temperatura promedio de Ia estacién del afio
(invierno). Esto es debido a que la Pseudomonas fluorescens crecen més favorablemente, como
ya se menciond de 28 a 35 °C, En el transcurso del invierno [a temperatura promedio oscilé entre
12 °C y16°C, la cual es muy baja (menos de la mitad de la temperatura favorable de crecimiento)
para que los microrganismos puedan mantener su crecimiento, yen la misma gréfica se puede
apreciar como conforme transcurrié el invierno y aumenté la temperatura ambiente promedio, la
cantidad de biomasa fue aumentando.

También se muestran los promedios aritmético y geométrico para las dos cuentas

bacterianas. Se observa que el valor de ambos promedios es muy similar.
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4. Resultados y discusidn

Tabla 4.23 Conteo de la biomasa contenida en la columna empacada.

Fecha Tiempo Cuenta UFC/g Cuenta UFC/g Promedio
acumulado (dias)_ YPG King B geométrico

09/10/96 0 LGOE+06 L60E+06 1.60B-+06
28/10/96 _ 14 4805+06 3908406 4335+06
29/10/96 20 4008-+06 5 00R+05 1416+06
07/11/%6 29 400B+05 2.80E+06 LOGE+06
13/11/96 5 3405-+06 273E+06 3.058+06
20/11/%6 2 4338-+06 5.338-+06 4.80E+06
26/11/96 48 9668405 200B-+06 139506
03/12/96 35 2.465+06 1.66-+06 2.00E+06
06/12/96 58 G.00E+06 650E+06 6.24B+06
10/12/96 62 130806 1.20E+06 1.25E+06
17/12/96 69 100E+05 LOOE+05 1.00E+05
20/12/96 72 2.108-+05 2.80E+05 2.42E+05
27/13/9 ” 3 80E+05 1.00B-+06 6.16E+05
07/01/97 90 375E+06 2905406 3.28E-+06
10/01/97 9 3308+ 04 3308+ 04 3308+04
140197 97 3005+ 04 200+ 04 2458+04
230197 106 3.208+06 {53806 5.798+06
29/01/97 12 3005404 6258-+04 431E+04
310197 114 S0E+04 810804 BA9E+04
04/02/97 118 1408 +05 3.00E+05 2.05E+05
07/02/97 121 1.715-+04 2.88E+04 2.22E+04
11/02/97 125 7808+04 LO0E+05 8.835-+04
18/02/97 132 2005-+04 2.00E+04 2.008+04
26/02/97 140 1.08E-+04 2508-+04 1645-+04
04/03/97 146 5.00E+04 5.165+04 5.105-+04
11/03/97 153 440R+05 1136405 2235+05
18/03/97 160 200E+05 191B+05 1958405
01/04/97 179 2565405 2 805+05 2688405
08/04/97 186 3.805+05 2148+05 2858+05
15/04/97 193 320E-+05 2048405 253E+05
22/04/97 200 280E+05 OSOEA05 5.16E+05
20/04/97 207 3.30B-+05 650E+05 4638405
13/05/97 221 146E+06 LO0E-+06 121E+06
20/05/97 227 2858-+06 2408-+06 _ 2.59E+06
3040537 238 8885105 8.88E+05 8.808405
05/06/37 244 260E+06 9.92E-+06 £9BE+06
12/06/97 301 155E+06 210E+07 2.10E+07
19/06/97 308 6.60E-+05 5.12E+06 LB4E+06
25/06/97 514 1.465+05 3008-+06 6.6284 05
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Figura 4.19. Comportamiento de Ia cantidad de células contenidas en la columna empacada.
Cuantificacién de la biomasa en medio YPG y King-B.
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4. Resultados y discusidn
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Figura 4.20 Comportamiento de la cantidad de células contenidas en la columna empacada.
Cuantificacién de Ia biomasa, promedio geométrico,
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Figura 4.21 Relacion de las temperaturas maximas y minimas durante la operacién de la
columna empacada.
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4, Resultados y discusion

Como se puede apreciar en la figura 4.21, durante la temporada invernal el promedio de la
temperatura ambiente disminuyd, y si esta grifica se compara con los resultados de la
cuantificacion de biomasa en las mismas fechas, se podrd apreciar como Ia linea de la tendencia

de la cantidad de biomasa se comporta de modo similar a las fluctuaciones de temperatura.
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. Figura 4.22 Comportamiento de las Pseudomonas con respecto a la temperatura.

En la gréfica 4.22 se puede apreciar el comportamiento de las Pseudomonas con respecto a la
temperatura, y con esto también se deduce que el crecimiento de Pseudomonas depende en
buena medida de la temperatura y a su vez ésia influye en su desempefio, es decir, en su

capacidad de degradacién.
4.6.2 Arranque y operacion de la columna empacada

Ia columna empacada con tezontle, previamente inoculada con Pseudomonas fluorescens, se
operd en una serie de etapas: 35 en total. Cada etapa fue diferente, ya que se vari6 tanto el
compuesto toxico, la concentracion del mismo y el tiempo de residencia. Como se mencion

anteriormente, la temperatura de operacién de la columna no se controld, y a rafz de esta
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4. Resultados y discusion

situacién se pudo observar cémo los cambios de temperatura afectaron la degradacién de los
clorofenoles alimentados a la columna.

Se inicié Ia operacién de la columna’ con 2,4,6-triclorofenol a diferentes concentraciones
variando el tiempo de residencia. Después se introdujo 2-clorofenol a una sola concentracion
pero a diferentes tiempos de residencia, posteriormente se alimentd 2,4-diclorofencl 2 una sola
concentracién y también a diferentes tiempos de residencia, y finalmente pentaclorofenol en
iguales condiciones que el 2-clorofenol y el 2,4-diclorofenol. Antes de cada sesién de andlisis se
esperd tres veces el TRH, para asegurarse de que se establece una condicién estable.

Al finalizar estas etapas (22 en total), se procedié a operar ahora con los mismos
clorofenoles, excepto el 2clorofenol, pero mezclados, v a comparar los porcentajes de remocidn
de los mismos en forma individual con las mezclas. Las etapas 23, 24, 25 y 26 pricticamente

~fueron de preparacién para posteriormente operar la columna con mezclas méds complicadas de

" clorofenoles. Como se observard m4s adelante, Ja columna reaccioné mejor 2 lo esperado con las

: :".méz_clas complejas. Esto claro, basdndose en los resultados de Ia degradacién de las mezclas
: -’--binéria yternaria, correspondientes 2 las etapas de preparacién mencionadas anteriormente,
|  Como se observa en la tabla 4.23, en las primeras once etapas de operacién de la
_:'ic‘olur_nna, no se siguid un orden ascendente o descendente en la concentracién dei 2,4,6-
_'-'fﬁéiorofenol o del tiempo de residencia, esto con el fin de observar el comportamiento de las
;._ :Ps_eudomomsﬂuorescens al ser alimentadas a distintas concentraciones y tiempos de residencia
::5:Va‘ﬁables. Ya que con el clorofenol con el cual se empez6 a trabajar, se inicié alimentandolo a 500
_ rhg/l con un tiempo de residencia de 155 horas, y se terminé alimentindolo a la misma
" concentracién, pero ahora con un tiempo de residencia de 31.0 horas. En ambos casos se
obtuvieron resultados diferentes que se discutirdn méds adelante cuando se hable del 2,4,6-
o triclorofenol.
- De la etapa 12a la etapa 16, se operd la columna con 2-clorofenol a 500 mg/! tinicamente,
sin variar la concentracién pero si el tiempo de residencia, lo cual se realizé en cinco ocasiones.
Con la alimentacion del clorofenol a la columna, se esperaba un mayor porcentaje de remocién, ya
que es menos compuesto toxico, pues en trabajos previos se reporta gue estos microrganismos

yotros degradan mejor conforme e} fenol tiene menos cloros, y ain mejor si es solamente fenol.
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4. Resultados y discusidon

Estos porcentajes de remocidn se pueden obsesvar en la misma tabla, pero cabe recordar que
como no hubo control de la temperatura de operacién, cuando se alimenté el 2-clorofenol a la
columna, ya comenzaballa época de temperaturas mis bajas (el término del otofio y el principio
del invierno), y cuando se acabd de trabajar con este clorofenol, se midieron temperaturas mas
frias (13 °C en promedio).

Las etapas 17, 18 y 19 corresponden a la operacién de la columna alimentada con 2,4-
diclorofenol, también a 500 mg/l, a tres diferentes tiempos de residencia. Se observd un
porcentaje de degradacion mejor que el del 2-clorofenol pero no tan bueno como el observado en
el caso de 2.4,6-triclorofenol.

Finalmente, durante las etapas 20; 21 y 22, se alimentd pentaclorofenol, pero 2 una
concentracion de 200 mg/l a tres diferentes tiempos de residencia. Se operé con este dorofenol
a dicha concentracidn, debido a que es el mds compuesio téxico de todos los clorofenoles con
los que se trabajd, y ademds porque como aparece reportado en Torres ef al. (1997), es fa
concentracién méxima que pudo degradar este tipo de microorganismo.

Después de trabajar con clorofenoles en forma individual, se procedié a trabajst con los
mismos clorofenoles, pero utilizando 2,3 4,6-tetraclorofenol en lugar de 2-clorofenol, pues para la
técnica de andlisis con cromatografia de gases es dificil separar el 2-clorofenol. Como va se
- menciond, fas etapas 23, 24, 25 y 26 fueron preparatorias 4 la operacién de las memlas mis
complejas. Las mezclas de las etapas de preparacién fueron: una binaria constituide por 2,4-
diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol a 400 mg/l, y una ternaria constituida por 2,4-diclorofemal, 2,4,6-
triclorofenol y pentaclorofenol también a 400 mg/l.

Posteriormente, durante las etapas restantes se alimentd Ia mezcla omternatia
constiyuida por 2,4-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol, 2,3 4,6-tetraclorofenol y pentaclorofaml a 400,
600 y 200 mg/1, Cada concentracion fue alimentada durante tres etapas, a diferentes #gmapos de
residencia, los cuales fueron los mismos para estas tres concentraciones. Esta mezcla §is la més
compleja que se manejé en la operacién de la columna. Ademds si supusiéramos que Ietexicidad
de una mezcla es €l resultade de la suma de sus componentes, entonces ademds de serlix mezcla

mas compleja podria ser la mis toxica.
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4, Resultados y discusién

La discusidn del comportamiento de la columna con cada uno de los clorofenoles y con

cada una de las mezclas estd dada mds adelante.

Tabla 4.24 Fases de operacién de la columna empacada con clorofenoles individuales

Fase Clorofenol |  Conc: influente Conc, efluente TRH (horas) Remocion (%)
1 2481CF 500,00 54.00 15,50 80,20
2 24 6TCF 300,00 162.00 3100 46,00
3 240TCF 100,00 69.90 31,00 30,10
4 24,01CF 100,00 81,59 11,00 18,50
b 24.8TCF 100,00 72,70 22,00 27,30
6 2481CF 300,00 9210 15,50 69,30
7 24 6TCF 300,00 77,70 620 74,10
8 2461CE 160,00 45,70 62,00 5430
9 246TCF 160,00 43,70 93,00 56,30
10 246TCE 560,60 22100 3,10 5580
11 2481CF 500,00 130,50 31,00 7390
12 2CF 500,00 37000 12,40 2600
13 2CF 500,00 39550 310 20,90
14 2CF 500,00 35725 3100 2655
15 2CF 500,00 469,97 1550 601
16 2CF 500,00 42000 62,900 16,00
i7 2,40CF 500,00 286,35 15,50 42,73
18 24DCF 50000 332,590 62,00 33,50
19 2,4DCE 500,00 348,75 31,00 3025
20 FCE 200,00 806,77 15.50 5733
21 PCR 200,00 . 68,45 62,00 68,40
22 ICF 200,00 6931 31,00 68,25

500 4 B o B - 500
—a—influente /\ \
400 T x| \./ L 400
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Figura 4.23 Etapas de trabajo de la columna empacada con clorofenoles individuales.
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4. Resultados y discusion

En la tabla 4.23 v la grifica 4.23 se puede apreciar de forma resumida toda la operacidn de la
columna empacada con 24,6-triclorofenol, 2-clorofenol, 24-diclorofencl v pentaclorofeno],
alimentados a la colma de forma individual. Los datos de la tabla, estin distribuidos en las
etapas 1 a la 22, confra las concentraciones de entrada y de salida de cada uno de los
clorofenoles dentro de sus etapas correspondientes.

Como se observa en la gréfica, en algunos casos las lineas de influente y efluente estdn
demasiado cercanas, y en otros casos se encuentran lejanas; esto ultimo es lo més deseable que
ocurra en la columna. Més adelante se discutird qué sucedié con cada uno de los clorofenoles al

ser alimentados en la columna, incluyendo las condiciones de cada etapa.

Tabla 4.25. Fases de operacion de la columna empacada con clorofenoles mezclados.

Fase Clorofenol Conc. influente | Conc. efluente TRH (horas) Remocion (%)
23 DCF+TCF 400,00 284,40 31,00 2890
24 DCE-+TCF 400,00 28584 15,50 2854
25 DCE+-TCE+ICE 40000 287,00 1550 2825
26 DCF+TCF+PCE 40,00 257,08 3100 35,73
27 DEC-HTCF+TeCF+PCE 460,00 23460 1550 79,73
28 DFC+TCE+TeCR+ICE 40000 188,80 3100 7558
29 DFC +TCF+TelF+PCE 40000 17520 6200 7651
30 DEC+TCR-+TelF+PCR 600,00 269,40 31,00 86,50
31 DEC+TCE+TeCF+PCF 600,00 372,60 62,00 7730
32 DFCAHTCE+TeCF+PCF 60000 330,00 15,50 7801
33 DECHTCE-TeCF+FCF 200,60 8120 15,50 58,75
34 DFCA4-TCE-+TeCR+PCE 200,60 84,60 62,00 4327
35 DFCATCF+TeCR+PCE 20060 95,80 3100 42,72
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Figura 4.24 Etapas de trabajo de la columna empacada con clorofencles mezclades.,

En la tabla 425y la figura 4.24 estdn reportados los valores obtenidos de forma resumida en la
opérécién de 1a columna con las mezclas de los clorofenoles; primeramente con una mezcla
binaria y después con una mezcla ternaria, como etapas de preparacién antes de alimentar las
mezclas cuaternarias que fueron las mezclas de mayor interés y de mds importancia dentro de
este bloque de mezclas de clorofenoles.

Estas etapas, serdn discutidas mds adelante; mezcla por mezcla.
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4. Resultados y discusién

4.6.3 Biodegradacion de 2,4,6-triclorofenol

- Se inicié trabajando con 2,4 6-triclorofencl a diferentes concentraciones y a diferentes tiempos de
residencia. Como se puede apreciar en la siguiente grifica, al aumentar el tiempo de residencia aumentd
también el porcentaje de remocién, pero después de 18 horas decay6 la cantidad de compuesto téxico
removido. Al tiempo de residencia de 15.5 horas fue cuando se obtuvo la mayor remocién del

compuesto t6xico, casi el 90 %.

Remocion (%)
8

° L] ¥ ¥ b ¥ L4 L L) Ll
¢ 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tiempo de residencia (h)

Figura 4.25. Tiempo _ﬂe residencia hidedulica vs. el porciento de -
remocidn del 2,4,6-triclorofenol a 500 mg/l.

Como se puede observar en la tabla 4.24, la alimentacion de 2,4,6-triclorofenol a 500 mg/l no se
realiz6 en etapas seguidas, primero a 15.5 horas en la etapa 1, después a 3.1 horas en la etapa 10 y
finalmente en la etapa 11 a 31.0 horas.

En este esquema solamente estd graficado el 2,4,6-triclorofenol a 500 mg/l contra__{el tiempo de
residencia elegido aleaton‘amenté, sin seguir ningun patrén determinado para establecer en que orden
se hubiese aumentado o disminuido tanto la toncentracién del compuesto téxico como €l tiempo de
residencia. Aungue los tres puntos mostrados en la grifica proceden de diferentes etapas a una misma

concentracién presentan comportamiento distinto, debido a la variacién de la temperatura ambiente, al
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4. Resultados y discusion

- comportamiento de las Pseudomonas contenidas en la columna, obviamente al cambio de tiempo de
residencia, v quizd a que antes de las etapas 10 y 11 la columna operd con 24,6-triclorofenol a
concentraciones menores a 500 mg/1 (300 y 100 mg/l).

 Dunantela etapa 1,“13 temperatura promedio fue de 18 °C, mientras en las etapas 10y11de 15y
14.5 oC respectivamente. Si relacionamos ¢} tiempo de residencia y la temperatura de estas tres etapas,
observamos como influyeron en la degradacién del clorofenol. Al descender la temperatura, fa
degradacién también disminuye, igualmente si desciende el tiempo de residencia. Al aumentar, por
ejemplo, el tiempo de residencia pero no la temperatura si aumentd la degradacién del compuesto
tdxico. Eso lo podemos observar en la grifica comparando las degradaciones obtenidas a un tiempo de
residencia de 15.5 y31.0 horas. Segin lo reportado por Torres et al. (1994), entre mayor sea el tiempo
de residencia mayor es la degradacidn del clorofenol. Cuando se alimentd el 2,4,6-triclorofenol a 500
mg/l, con un tiempo de residencia de 15.5 horas, éste fue degradado en mayor proporcién que cuando
el tiempo de residencia se duplicé. En el caso del punto donde el tiempo de residencia fue menor, (3.1

horas) sf estd dentro de las expectativas ya que su degradacién fue de 55.8, % a una temperatusa

promedic de 15 oC.
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Figura 4.26. Tiempo de residencia hidraulica »s. el porciento de
remocién del 2,4,6-triclorofenol a 300 mg/l.
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4. Resultados y discusian

Para el mismo compuesto txico, pero con una concentracion de 300 mg/, observamos en la
siguiente grifica que su comportamiento fue totalmente inverso al esperade, es decir, conforme
aumentd ef tiempo de residencia debia aumentar también la degradacion, pero sucedid lo contrario.

El 2,4,&tﬁclorofen<;l se alimenté a 1a columna en las etapas 2, 6 y7 con tiempos de residencia de
31.0, 155 y6.2 horas respéctivamente. Durante Ia etapa 2 la degradacidn fue de 46 % (la degradacion
1mds baja), pero conforme en las etapas 6y 7 se disminuyd el tieppo de residencia, la degradacién fue
en au'mento,' (693 y 74.1 % respectivamente). La temperatura promedio en esas tres etapas fue de
aprogimadamente 18 °C. La temperatura reportada es la promedio, lo que quiere decir que algunos dias
la temperatura estaba muy abajo del promedio y ofros mds arriba, y en ocasiones ocurrié que fa
diferencia de temperaturas entre la mds baja yla mds alta fue de hasta 7 °C, yen otros 2 y3 oC.

Al igual que con fa concentracién de 500 mg/l, al trabajar con 300 mg/l no se siguid ningtn
patrén determinado para alimentar el clorofenol 2 esta concentracién y también se oper en forma
discontinua como se puede ver en la tabla 4.24,

El tiempo de residencia no tuvo efecto alguno en Ja degradacidén del 2,4,6-triclorofenol 2 300
mg/l. Esto se debe a que la temperatura jugd un papel mds importante en la degradacidn, dejande a un
lado los efectos que hubiera podido causar iz variacidn del tiempo de residencia.

Cuando la columna se operd con €l mismo clorofenol pero ahora a una concentracién de 100
mg/l, el comportamiento fue el esperado: conforme aumentd el tiempo de residencia también aumentd
la degradacion. Lo anterior puede apreciarse en la figura 4.30.

Inicialmente se alimentd a esta concentracién duranie las etapas 3, 4 v 5; a tiempos de

residencia de 31.0, 11.0 y 22.0 horas respectivamente.
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Figura 4.27 Tiempo de residencia hidrdulica vs, el porciento de
remocion del 2,4,6-triclorofenol a 100 mg/l.

Se volvié a alimentar la misma concentracion de 100 mg/ durante las etapas 8 v 9, 2 62.0 y 93.0
horas de tiempo de residencia respectivamente.

En las primeras tres etapas de trabajo con esta concentracién, las temperaturas promedio
fueron 17, 18 v 18 oC respectivamente, y en las Gltimas dos, las temperaturas promedio fueron de 17 y
16 oC respectivamente. Como se observa en esta grifica, Ia degradacién fue menor que en los casos
anteriores, debido primeramente a que entre mds compuesto t0xico estd presente, mayor actividad
tienen las Pseudomonas. La degradacién méxima obtenida trabajando con esta concentracién fue del
56.3 % para el maximo tiempo de residencia (93.0 horas), y la degradacién minima obtenida fue del 185
% para el tiempo de residencia minimo (11.0 horas),

En la figura 4.28 se puede observar el comportamiento del 2,4,6-triclorofencl alimentado a
diferentes concentraciones a la.columna empacada con distintos tiempos de residencia. Es notable
como a una concentracidn inicial de 500 mg/l tuvo una mejor aceptacién por parte de los
microorganismos, ya que fue cuando la degradacién fue mayor, sobre todo cuando se alimenté a un

tiempo de residencia de 15.5 horas.
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Figura 4.28. Tiempo de residencia hidrdulica v5. el porciento de
remocién del 2,4,0-triclorofenol a diferentes concertraciones.

Como ya se menciono antes, una mayor concentracion representé una mayor degradacion,

esto debido a que entre mayor cantidad de triclorofenol hay presente en la alimentacidn, los
microorganismos poseen una mayor fuente de carbono y por lo cual tanto su crecimiento como la
--_'-__&egradacién son mayores. Cuando se hizo lo contrario, es decir, al alimentarse €l triclorofenol a -
concentraciones menores a 500 mg/l, la degradacién del compuesto téxico fue menor, y como ya se
observé graficamente, el triclorofenol a 300 mg/l y a 100 mg/l mostraron un comportamiento inverso
con respecto 4l tierapo de degradacién pero si el esperado con respecto a la cantidad degradada
debido a la reaccién antes comentada de los microorganismos ante las diferentes concentraciones del

triclorofenol.
-+ 4.6.4 Biodegradacion del 2-clorofenol
La alimentacién del] 2-clorofenol a 500 mg/l, fue el siguiente bloque de cinco etapas consecutivas con el

que operd la columna empacada, Las etapas de trabajo fueron desde la 12 hasta la 16. Todas las

operaciones llevadas a cabo con este compuesto se realizaron Unicamente a la concentracién de 500

- mg/l, lo tinico que se vari6, fue el tiempo de residencia. Este tiempo de residencia se manejo basandose =

en los valores anteriormente utilizados en las primeras once etapas. Dichos tiempos de residencia

fueron 12.4, 3.1, 31.0, 15.5 y 62.0 horas respectivamente (etapas 12, 13, 14, 15y 16).
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Figura 4.29. Tiempo de residencia hidraulica #s. el porciento de
remocién del 2-clorofenol a 500 mg/l.

Como se pudo observar durante el trabajo con 24,6-triclorofenol a tres diferentes
concentraciones, se decidié solamente alimentar el 2-clorofeno! a la mayor concentracién utilizada con
el triclorofenol, es decir, a 500 mg/l. En las etapas anteriores el 2,4,6-triclorofencl mostré una mayor
degradacion a esta concentracién con respecto a las otras por los motivos previamente discutidos.
Como ya se menciond en los antecedentes, entre més 4tomos de cloro haya presentes en el anillo
bencénico del fenol, mayor es la toxicidad del clorofenol, y al tener una mayor togicidad, los
microorganismos aumentan su actividad de degradacién del compuesto téxico, solamente con los
clorofenoles y con un limite para evitar una inhibicién de la degrﬁdacién debido a la alta toxicidad del
compuesto alimentado, como determing Torres (1994) en sus expetimentos con compuestos clorados.

En la gréfica 429 se puede observar como al ir aumentando el tiempo de residencia, aumenta
ligeramente la degradacién del 2-clorofenol. Llega un momento en que esa degradacién empieza a
disminuir, y esto sucede cuando el tiempo de residencia es mayor a 31.0 horas. A partir de 3.1 horas y
hasta las 31.0 horas de tiempo de residencia, la actividad de los microorganismos fue ascendiendo,
exceptuando el caso del tiempo de residencia de 15.5 horas, donde la degradacion fue de apenas un 6

%, durante la etapa 15. Durante las etapas 12 (124 horas), 13 (3.1 horas) y 14 (31.0 horas) la
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degradacion del compuesto tdxico estuvo entre el 20 y el 29 %; sélo en el caso de! maximo tiempo de
residencia (62.0 horas) la degradacién disminuyé y fue del 16 %.

Al comparar estos valores con los valores de la degradacién del 2,4,6-triclorofenol a 500 mg/
con respecto a los tiempds de residencia de 3.1, 15.5 y31.0 horas, se observa que son muy bajos, y es
bastante notoria la disminucién de Ia actividad de los microorganismos. Por lo anterior, ya no se decidié
continuar operando la columna con el 2-clorofenol a 300 y 100 mg/l, ya que la degradacién podria haber
sido basmnté baja, quizd menor al 5 %. Durante la alimentacién del 2-clorofenol a la columna empacada,
la temperatura ambiente oscilé entre 15.5 y 14 ©C, y este factor también influy$ importantemente en la
actividad de los microorganismos. Como ya se discutid anteriormente, la temperatura afecta Ia actividad
de los microorganismos.

Bl punto bajo de la grafica, correspondiente al tiempo de residencia de 15.5 horas, que resulta
en una degradacién del 6 %, operé con una temperatura promedio de 14.5 ©C, y quizd mds baja
durante la noche. Ademds se puede agregar que esta temperatura no oscilé demasiado, y como es
notorio, afectd grandemenie la actividad de las Pséudomoms, va que si ese punto se ignorara, y se
siguiera fa tendencia de la linea, el punto tedrico de 15.5 horas serfa 27 % de degradacion para el

clorofenol.
4.6.5 Biodegradacion del 2,4-diclorofenol

La alimentacion del 2, 4-diclorofenol se realizd durante las etapas 17, 18 y 19, 2 una concentracién inicial
de 500 mg/! en las tres etapas. Con este clorofenol solamente se operé durante tres etapas a esa Gnica
concentracién, vla temperatura ambiente oscil6 entre 13.5 y 14 °C, atin mds frfa que en las cinco etapas
anteriores.

Bl 2,4-diclorofenol a pesar de ser un compuesio mis 16xico que el 2-clorofenol, fue degradado
en una proporcién un poco mayor que este ultimo. Con un tiempo de residencia menor, 15.5 horas,
llevado 2 cabo durante la etapa 17, la degradacién fue del 42.7 %, unas siete veces mayor que fa
degradacion del 2-clorofenol a este mismo tiempo de residencia, pero casi Ja mitad de Ia degradacién del

2,4, 6-triclorofenol a este mismo tiempo de residencia.
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Figura 4.30 Tiempo de residencia hidriulica wus. el porciento de
remocién del 2,4-diclorofenol 2 500 mg/l.

Como se observa en la grifica 4.30, al aumentar el tiempo de residencia del 2,4-diclorofenol de
15.5a 31.0 horas, la degradacion del mismo descendi6 hasta 30.3 %, y al seguir aumentando el tiempo
de residencia hasta 62.0 horas, esta degradacién ascendié un poco hasta 33.5 %. Cabe decir, que
después de alimentar el clorofenol a un tiempo de residencia de 15.5 horas, se procedié a alimentarlo a

-un tiempo de residencia de 62.0 horas, y finalmente a un tiempo de residencia de 31.0 horas. En la
-pﬁmera etapa de alimentacién de 2,4-diclorofenol, la temperatura promedio fue de 14 °C, en la siguiente
de 13.5 °C y finalmente otra vez de 14 ©C, Nuevamente se nota la influencia de la temperatura sobre la
actividad de los microorganismos; ya que al observar la grafica, el punto de menor actividad es cuando
el tiempo de residencia fue de 31.0 horas y, en este punto se present6 la temperatura promedio mas
baja, 13.5 °C.

: Con este clorofenol, también se observa que la temperatura influydé mds que el tiempo de
residencia sobre la degradacién del compuesto t6xico, ya que al disminuir esa en promedio, también
disminuyd la degradacién aunque el tiempo de residencia se aumentd; pero cuando esa temperatura
promedio volvié a ser la misma, fue un poco mds notorio la influencia del tiempo de residencia sobre la

degradacion del compuesto tdxico.
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Durante este lapso de la operacién de la columna con 2,4-diclorofenol, tampoco se trabajé a
concentractones menores a 500 mg/l, solamente con esta Gltima, y dnicamente con los tres tiempos de
residencia mds utilizados en las etapas anteriores. Bl motivo fue el mismo que en el caso anterior,

aungue en éste, las degradaciones fueron un poco mayores.
4.6.6 Biodegradacion de pentactorofenol

El tltimo clorofenol alimentado en forma individual a fa columna empacada fue el pentaclorofenol. Este
es el clorofenol mds compuesto toxico de todos, y, como su nombre lo indica, €l mds clorado de todos
los clorofencles. Como ya se mencioné en los antecedentes, este es uno de los clorofenoles mds
problemdaticos de tratar y mds peligrosos para el ambiente. También es uno de los mds utilizados en

México, aunque a veces de forma ilegal, ya que est4 prohibido.
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Figura 4.31. Tiempo de residencia hidraulica vs. el porciento de -

remocion del pentaclorofenol a 200 mg/l.
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Este clorofencl, solamente se alimentd a una concentracién maxima inicial de 200 mg/, debido a
su alta toxicidad, a que es menos soluble en agua, ademds de que en la literatura se reporta que a
concentraciones mayores de este clorofenol, las Pseudomonas se inhiben y degradan menos.

También para este ;:Iorofenol, se emplearon los tiempos de residencia de 15.5, 31.0 y 62.0 horas;
estas operaciones fueron llevadas a cabo durante las etapas 20, 21y 22, 2 15.5, 62.0 y 31.0 horas de

"~ tiempo de residencia, respectivamente,

La degradacién de este clorofenol fue mucho mejor que la esperada, ya que en la literatura se
menciona que al ser el mds compuesto xico de todos los clorofenoles y tener un mecanismo de
degradacion diferente al de los demds clorofenoles, su degradacién es lenta y no muy efectiva; pero en
este caso, durante estas tres etapas, la degradacidn estuvo entre 57 y 68%. Durante la etapa 20 la
temperatura promedio fue de 16 °C, yenlas dos restantes fue de 18 °C; asf la influencia negativa de la

.. temperatura sobre el tiempo de residencia no fue tan notable. En la gréfica, se observa una ligera

g ';;;_'ten_dencia al aumento de la actividad al aumentar el tiempo de residencia, pero entre 31.0 y 62.0 horas

B - de tiempo de residencia esa tendencia es poco marcada; ya que las degradaciones para esos tiempos
" de residencia fueron de 6825 y 6840 % respectivamente, por lo cual se concluye que al seguir

- aumentando el tempo de residencia, no aumentard mds la actividad degradadora de los

4 * MiCroorganismos.
| Ia degradacion del pentaclorofenol quedé situada entre Ja degradacidn del 2,4,6-triclorofenol y
" a del 2,4-diclorofenol. Si tedricamente, se dice que al ser méds compuesto téxico un clorofenol, se

presenta una mayor actividad de las Pseudomonas, en presencia de una buena temperatura promedio,

B degradacién del pentaclorofenol deberfa haber sido la mejor de todos los clorofenoles, pero como ya

:"ha sido mencionado en la literatura, el pentaclorofenol tiene un comportamiento distinto al de los

~demds clorofenoles. Sobre la base de experimentos ya antes realizados y reportados también en la

literatura, estos resultados son bastante satisfactorios.

_ En la figura 432, se encuentran graficados los valores obtenidos de la degradacién de 2-
.. clorofenol, 2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol 2 una concentracién inicial de 500 mg/l. Aqui se pueden
observar méds claramente las diferencias entre los primeros tres clorofenoles a una misma
concentracién. Como ya se discuti6 antes, el 2,4,6-triclorofenol, fue el compuesto téxico mds aceptado

y mejor degradado por los microorganismos.
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Figura 4.32 Tiempo de residencia hidrdulica vs. el porciento de remocion
del 2-clorofencl, 2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol a 500 mg/l.

También se puede notar, que en ¢l tiempo de residencia de 15.5 horas, es en el que se presento
la mejor degradacion del 2,4,6-triclorofenct. La degradacién del 2,4-diclorofenol fue de casi de la mitad, v
ademds se podria establecer tedricamente que, la degradacién del 2-clorofeno! puede ser cercana a fa
del 2,4-diclorofenol, ya que la tendencia de su comportamiento mostrd ser casi lineal.

Si se comparan los comportamientos del 2,4-diclorofencl y del 2,4,6-triclorofenol, se observa que
son casi contrarios, pero en el caso del primero no tan pronunciada cuando el tiempo de residencia fue
de 15.5 horas. Cuando el tiempo de residencia fue menor a 155 horas, la degradacién del 24
diclorofenol se vio favorecida mientras, la del2,4,6-triclorofeno! no se vio favorecida. La biodegradacion
del 2-clorofenol, se podria considerar como la més baja, y se deduce que, como ya se coments antes, la
variacién del tiempo de residencia para este dltimo no fue un factor relevante, aspecto que sf fue claro
con los otros dos clorofenoles antes comparados.

Debido a lo mencionado anteriormente, el triclorofenol tuvo mds aceptacién por parte de los
microorganismos, a las tres concentraciones a las que se alimentd, en comparacién con el resto de los
demds clorofenoles. Esto se puede apreciar muy bien en la figura 433, en donde se encuentran

graficados los comportamientos de todos los clorofencles alimentados a la columna.
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Figura 4.33. Tiempo de residencia hidrdulica »s. el porciento
de remocién de los clorofenoles individuales.

En esta figura, es mds fdcil observar conjuntamente, cdmo el tdempo de residencia de 15.5
horas, fue uno de los mds empleados en las diferentes etapas; siguiéndolo los tiempos de residencia de
" 31.0 y 62.0 horas. Cuando se realizé la alimentacién de los diferentes clorofencles al tiempo de
residencia de 15.5 horas, se observaron las mayores discrepancias entre las degradaciones de los
- mismos. Bl 2,4,6-triclorofenol fue uno de los que mostré un buen comportamiento y un buen
porcentaje de degradacion a las diferentes concentraciones a las que se adiciond. |

Aparentemente, el 2,4,6-triclorofenol mostré menos aceptacién a concentraciones iniciales de
300 y 500 mg/, ya que la degradacién disminuyé al aumentar el tiempo de residencia. Cuando se
alimentd el 2,4,6-triclorofencl a la concentracién de 100 mg/l, el comportamiento fue distinto: al ir
aumentando el tiempo de residencia, hubo también un aumento en la degradacién del tr_icl_orofenoi_ yla
influencia de la temperatura no ocasiond los altibajos presentados en los casos del triclorofenol
agregado a la columna a 300 y 500 mg/l. En el caso de la concentracién de 100 mg/l, la temperatura |

pudo haber sélo influido de manera general la actividad de los microorganismos, que como ya se
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discutid, es menor a bajas concentraciones, y ocasionar que Unicamente el tiempo de residencia tuviera
ma4s relevancia cuando la columna operd con el triclorofenol a la concentracidn mds baja.

Los puntos graficados al tiempo de residencia de 620 horas, corresponden en forma
descendente al 2,4,6-tﬂclori)fenol a 100 mg/1, pentaclorofenol a 200 mg/], 2,4-diclorofenol a 500 mg/ y 2-
clorofenol a 500 mg/l. Es bastante notable que tienden a una linea recta, es decir, a tener un
‘comportamiento lineal. Como ya se comentd anteriormente, el 2,4,6-triclorofenol fue el mejor
degradado, séguido del pentaclorcfenol. El 2,4,6-triclorofenol a 100 mg/l y el pentaclorofenol a 200 mg/l,
. alimentados a este tiempo de residencia fueron los Unicos en mostrar una tendencia ascendente coni -
respecto a Ja degradacidn, en comparacién con los tiempos de residencia menores a 62.0 horas. la
tendencia del 2,4-diclorofenol se puede considerar que fue descendente y luego ascendente, aunque de
manera poco imperceptible. Finalmente, del 2-clorofenol, podria decirse que su comportamiento es
lineal, o casi lineal, debido a que, en los tiempo de residencia intermedios, tuvo una pequefia tendencia
a aumentar, pero después conforme este tiempo de residencia iba en aumento, entonces esa tendencia

volvid a ser casila inicial.
4.6.7 Biodegradacion de la mezcla binaria

A partir de la etapa 23, se comenzo a alimentar a Ja columna empacada las mezclas de clorofenoles.
Primeramente, durante las etapas 23 y 24, se introdujo a la columna una mezcla binaria, compuesta por
2 4-diclorofenol y 2/4,6:triclorofencl a una concentracion de 200 mg/l. Esta mezcla, con una
concentracién total de fenoles de 400 mg/l, se alimentd a dos tiempos de residencia diferentes: 155y
31.0 horas. Durante estos tiempos de residencia, la degradacién de esta mezcla fue casi la misma; es
decir, no hubo influencia alguna del tiempo de residencia, ni tampoco por parte de la temperatura
ambiente, ya que para ese entonces la temperatura en promedio ya oscilaba dentro de los mismos
. 1angos, que en un principio se presentaron al inicio de Ia operacién de la columna, 17-18°C.
El 2,4-diclorofenol en lo individual presenté una mejor degradacién que la mezcla binaria. A
partir de estos resultados, se decidié no llevar a cabo la alimentacion de la mezch a un tiempé de
residencia de 62.0 horas, ya que como la degradacién durante 155 y 31.0 horas de tiempo de

residencia, fue de 28.54 y28.90 %, se consideré neecesario aumentar el tiempo de residencia.
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También se puede concluir que los microorganismos se comportan de manera distinta cuando
reciben a los clorofenoles de forma individual o mezclados, como fue en este caso; la determinacién de
la concentracién de las muestras de salida, se realizé conforme a lo ya descrito ycitado en los Métodos
Estindar (APHA, AWWA y WPCP,1989), es decir, el método colorimétrico. Pudiera ser, que uno de
ambos clorofenoles haya sido mejor degradado que el otro, pero por medio de este método, eso no

puede determinarse; sélo se pudo determinar la concentracién total de fenoles.
4.6.8 Biodegradacion de la mezcla ternaria

Con esta mezcla, se operé bajo las mismas condiciones que con la binaria, y basindose en los
resultados obtenidos de esta tltima, se decidié también alimentarla solamente con dos tiempos de
residencia diferentes: 15.5 y31.0 horas.

Esta mezcla también se manejé a una concentracién total inicial de 400 mg/l, pero ahora
afiadiendo pentaclorofenol, quedando finalmente 133.33 mg/1 de cada clorofencl en la mezcla.

La alimentacidn de esta mezcla se realizé durante las etapas 25 v 26. Durante la etapa 25 (con
un tiempo de residencia de 15.5 horas), se obtuvo una remocion de la mezcla del 28.25 %, se podria
decir que la misma que para la mezcla binaria 2 este mismo tiempo de residencia. Cuando la
alimentacién fue llevada a cabo a 31.0 horas de tiempo de residencia, la degradacion fue de 35.7%, es
decir, que para esta mezcla si hubo una influencia notable del tiempo de residencia sobre 1a remocién,

Sobre Ia base de los resultados obtenidos de la operacién de la columna empacada con la

mezcla binaria, no se realizé la alimentacion de la mezcla ternaria a 62.0 horas de tiempo de residencia.
4,7 DEGRADACION DE MEZCLAS DE FENOLES EN OPERACION CONTINUA

4.7.1 Resultados de biodegradacion de las mezclas de 200, 400 y 600 mg/l como

- clorofenoles totales en la columna de 5 litros.

La primera mezcla de clorofenoles evaluada fue la de 400 mgAd (100 mg/ de cada uno de los

clorofenoles), seguida de la de 600 mg/l y finalmente la de 200 mg/1. Cada solucidn fue tratada durante
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2-3 tiempos de residencia al menos. Se tomaron tres muestras (por la mafiana, al medio dfa y en la
tarde) del influente y el efluente.

La remocién de clorofenoles resultd ser una funcion del TRH para las soluciones con 200 mg/l,
En cuanto-a todos los .;:lorofenoles individuales (excepto el 2,3,4,6TeCF) a mayor TRH, menor
- degradacidn del compuesto. Parece ser que €] 2,3,4,6TeCF fue mejo—r degradado a un TRH de 62 horas

que 2 31 horas. BEn la figura 4.36. Se muestra la remocién de los clerofenoles especificos y totales en
| funcién del TRH aplicado. La remocién de clorofenoles fue muy similar para los diferentes compuestos y
el promedio de la mezcla, excepto el caso del 2,4,6TCF. Las remociones fueron del orden del 36, 5.6 y
5%para TRH de 15.5, 31 y 62 horas, respectivamente.

Con respecto a la mezcla de 400 mg/l, se puede decir que la remocién de fenoles fue poco
dependiente del TRH. En la figura 4.37 se muestran las tendencias encontradas. Como - observacién
general se puede decir que las remociones mds altas fueron encontradas a un TRH equivalente 2 15.5
horas para los diferentes compuestos evaluados. La remocién de 2,4,6TCF fue claramente menor en
comparacién con los otros fenoles o la mezcla total. Las remociones logradas fueron mayores (75.6-
79.8%) que las cbtenidas en el caso de la experiencia con las mezclas de 200 mg/ (42.7-58.7%). Es
interesante comparar el comportamiento del 2,4,6TCF para estas dos cbncentraciones en estudio, €l
cual es completamente diferente.

Las remociones alcanzadas al trabajar con la mezcla de 600 mg/l, fueron ligeramente mayores
que las obtenidas en las dos experiencias anteriores(77.3-86.6%). De hecho, las tendencias observadas
para la remocién de clorofenoles especificos y totales en el caso de la mezcla de 600 mg/ son muy

similares a las encontradas en el caso de la mezcla de 400 mg/l (ver figura 4.38).
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Figura 4.34 Remocién de clorofenoles especificos en funcién del TRH para una mezcla de
- ' 200 mg/t. .
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Figura 4.35 Remocién de clorofenoles especificos en funcién del TRH para una mezcla de
400 mg/l.
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Figura 4.36 Remocién de clorofencles especificos en funcién del TRH para una mezcla
o de 500 mg/l.

En la tabla 4.26 se resumen los valores de las remociones totales de clorofencles y COT, asf
como las cargas celulares prdmedio de la columna y las temperaturas promedio para las diferentes
pruebas de degradacion. Para las pruebas con el influente de concentracién 200, 400 y 600 mg/l, las
remociones fueron del 56, 50 y 46%, respectivamente. Este hecho indica que las concentraciones
menores de clorofenoles permitteron_ias mds altas remociones de COT. Excepto para el caso de los
experimentos con 200 mg/, las remociones de COT fueron algo menores que las remociones totales de
clorofenoles (1.4-2 Vécéé). Estos valores demuestran la capacidad de Pseudomonas fluorescens de

mineralizar los compuestos clorofendlicos.
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4. Resultados y discusion

Tabla 4.26. Resuliados de las pruebas de.degradacion de mezclas de clorofenoles en continuo.

Conc. FT TRH Remocion
(mgf) | (horas) (%)
2,4DCF 2,4,6TCF 2,3,4,6TeCE PCF Mezcla Promedio tofal
200 155 5473 2893 88.07 7047 60.55
200 155 59.15 1591 68.25 5491 4955 5625
200 155 69.88 5276 74134 60.61 58.65
200 310 227 0.00 73.39 52.98 £2.16
200 31.0 46.45 0.00 67.71 43,15 39.33 43,27
200 31.0 51.29 326 (8.48 4857 4299
200 310 72.01 1908 56.12 4756 4869
200 620 66.84 1187 5845 4624 £5.85
200 620 4751 2.87 70.30 56.72 4435 42.72
200 62.0 4672 0,00 6211 4298 37.95
400 155 9146 5750 " 160.00 65,97 78.61
400 155 74.45 50.81 10600 69.31 7364 79.76
400 155 96,84 57.15 99,55 03.77 86.83
400 310 76.01 4162 99.44 60.08 69.29
400 310 6937 5421 100.00 75.73 74.83 7558
400 310 7929 49.02 98.63 61,66 72.15
400 310 94,87 6041 98.64 90.63 86.04
40 62,0 - 8341 54.89 97.10 5369 75.27
400 6.0 75.62 59.60 09,41 7702 77.91 76.52
400 620 88.73 57.54 9546 63.72 7636
600 155 80.85 36.77 10000 97.03 78.66
600 155 95,07 4770 9034 82.05 78.79 78.01
600 155 8173 35.81 100.00 88.75 7657
600 310 96.28 8309 92.38 8722 89.74
600 310 376 7449 89.49 82,64 85.10 8657
600 310 97,22 60,08 100.00 8221 84.88
600 62.0 86.84 37,26 9661 7027 7275
600 62.0 76.67 46,04 100.00 98.68 80,10 7730
600 62.0 79.43 42 65 100.00 94.20 79.07

Con respecto a la carga celular de la columna, medida como UFC/g

soporte

valor se mantuvo a niveles muy cercanos (alrededor. de 1.95—2.9._?)(105 UFC/g

, €s evidente que este .

). Este hecho es

soporte

importante cuando se comparan los desempefios de la columna utilizando diferentes concentraciones y.

tiempos de residencia TRH. Las temperaturas promedio de las pruebas estuvieron en el intervalo de 17

a 21°C durante Jas horas de trabajo (no se registraron las temperaturas durante la noche). Este es un
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4, Resultados vy disctision

hecho importante, ya que se sabe que muchos procesos degradativos son dependientes de la

termperatura.

Tabla 4.27. Resultados de las corridas de biodegradacibn, con respecto a la degradacién de
clorofenoles totales y COT. Los resultados son un promedio de tres réplicas,

TRE Conc. inicial de fenoles | Remocién de COT Remtocitn de F Carga celular - Temperatura

(horas) ' (mg/) (%) totales (%) (UFC/g x10°) (°C)
—soporte

155 . 200 59.5 58.8 2.97 210
31 200 52.1 433 2.97 17.0
62 200 57.7 427 2.97 175
155 400 415 . 798 277 194
31 400 ' 52.8 _ 556 | 195 185
62 400 562 765 195 175
155 600 450 780 ) 2.68 200
31 600 5.1 86.6 2.68 180
62 600 37.9 773 2.68 192

Con ¢l fin de comparar los resultados de la remocion alcanzada en las pruebas desciitas
anteriormente v otras expetiencias, se decidio convertir los resultados a velocidades de biodegradacién
VBD, en mg/1.dia, tomando en cuenta la cantidad de compuesto removido, y el tiempo de proceso para
cada caso. En la tabla 4.28., se muestran las VBD de los clorofenoles y sus respectivas mezclas. Se han
incluido los resultados de las pruebas en lote y en continuo, probando clorofenol por clorofenol y
mezclas de 4 componentes. Hay que recordar que las expetiencias antes descritas presentan algunas

diferencias importantes de recordar :

a) los experimentos en lote fueron llevados a cabo en columnas de 27 y 54 mi, mientras que las

experiencias en continuo corresponden a la columna de $ litros,

. b) las temperaturas de las experiencias en lote fueron siempre fijadas a 28°C, mientras que en la

columna en continuo se operd entre 17y 23°C.
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Tabla 4.28. Velocidades de biodegradacion para los diferentes clorofenoles, concentraciones y
sistemas de operacion.

4. Resultados y discusién

Fenol Conc. Operacion por lote Operacién continua,
mg/1 mezclas a TRH =
. Solos** Mezcias* 62h 31h 15 h
2CF 50 4
100 73
200 488
400 1,779
500 1,638 .
24DCF 50 4 27 77 13.3 35.3
100 49 345 238 46 100.1
150 - 40,4 46,4 100.3 1978
200 650 4.6
400 1388
500 1,609
24,6TCF 50 52 0.7 i6 20.7
100 i) 373 165 295 536
150 40.1 242 83.6 92.3
200 770 17 '
400 1,765
400 1,985 - -
234,61eCE 50 7.0 9.3 19.1 4.7
100 35,7 28 57.1 115
150 38.3 57 108.2 223
200 - 23 -
PCE 50 16 76 7 138 35.7.
100 16 354 19.8 415 8§79
150 - 38 5 96.7 205.7
200 204 0
300 100 - . - -
Como fencles totales 200 339 24,6 49.8 1353
400 145.9 88.1 174.1 3767
400 - 157 178 367.7 7189
$00 - 8,6

Nota: de *Torres et al., 1997 a. ¥* Torres et al., 1997 b.

Como se muestra

en

la

tabla 4.28,

las VBD fueron nds

2,3,4TCF>PCF>2 4DCF>2,4,6TCF. Con respecto a los TRH, es claro que los mejores VBD s se

altas

para

el

obtuvieron a bajos TRH (15 horas). El comportamiento de la mezcl de clorofencles es considerado
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4. Resultados y discusion

bastante bueno. Las VBD estuvieron entre 135y 719 mg/l.dia cuando los TRH se fijaron en 15.5 horas.
~En €l caso de los TRH de 31 horas, las VBD oscilaron entre 50 y 367 mg/l.dfa. Finalmente, para los
mayores tiempos de res-iden‘cia (62 horas), las VBD fueron de entre 25 y 178 mg/l.dfa.

 Silos valores de VBD (especificamente los obtenidos 2 TRH==15.5 horas) son comparados con
los valores obtenidos en la operacién por lote de las mismas mezclas, se concluye que las VBD se
incrementaron en un 140-580% debido al proceso en continuo. For el otro lado, es interesante
comparar los valores alcanzados con aquellos obtenidos en operacién por lote de los \compuestas
individuales. Como se observa en la tabla, los valores obtenidos en las expetiencias anteriores alcanzan

cifras de casi 2,00 mg/1.dfa, para las concentraciones més altas de los cIorofenbles@OO-GOO mg/l.dia.)

4.8 ANALISIS ESTADISTICO DE ALGUNOS DE LOS EXPERIMENTOS EN
- CONTINUO |

Algunos de los experimentos realizados anteriormente (aquellos en los que se realizaron duplicados o
triplicados) se analizan en esta seccién, con ef fin de investigar el efecto de los diversos pardietros
manejados, sobre la biodegradacion de clorofenoles.

4.8.1 Caso i. Diferentes compuestos, variando el TRH

4.8.1. 1 Descripcion

Se trata de un disefio multifactorial. El experimento consistié en tratar una cortiente que contiene 2CF,
2,4DCF o 2,4,0TCF en el reactor empacado. Se fij6 la concentracién de los compuestos en 500 mg/l y se
variaron Jos tiempos de residencia y el tipo de cpmpuesto. Se midié el porcentaje de compuesto
removido por la técnica colorimétrica. Se hicieron duplicados de Jos experimentos (ver tabla 4.14). -
4.8.1.2 Modelo a utilizar

El modelo a utilizar es un modelo estadistico lineal:
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Ve = 0t T B+t gy i=12...a (1)
| =12 ...b
k= 1,2..n
donde:

i: efecto del tipo de compuesto
j: efecto del tiempo de residencia hidrdulica

k: efecto de la interaccién de ambos pardmetros
4.8.1.3 Hipdtesis
Las hipétesis a probar son las siguientes:

a) Con respecto al tipo de compuesto
Ho: MCl = MC2 = MC3
Hi: MCi # MC2 # MC3

b) Con respecto al tiempo de residencia hidrdulica -
Ho: MTRI‘H = MTRH2 = MTRH?)
HI: MIRHI # MTRH2 # MTRH3

¢) En relaciéna la combinacion de ambas variables
Ho: Mij = M22 = M33
H1: Mij # M22 % M33

Para descartar las hipdtesis se utilizard el siguiente criterio:
Si F, (tedrica) > Fo (calculada), la hipétesis se acepta

Si F, (teGrica) < Fo (calculada), la hip6tesis se rechaza.
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4. Resultados y discusion

- Tabla 29, Eficiencias de remocion alcanzadas (%) para los diferentes compuestos,
en funcion del TRH.

4.8.1.6 Interpretacion

Para un nivel de significancia de 0.05 (o = 0.03):

De Montgomery (1991), By, = 5.12yF,g = 4.26.

* Tiempo de residencia hidriulica (horas)
Compuesto 3.1 155 31
2R __ 19,326 18299 . 258313
24DCF 60,60 40,7449 25.34
2401CE 48528 8555.94,19 07,892
Después de los cdlculos correspondientes se llega al siguiente
- 4.8.1.5 Resumen
Tabla 4.30. Resultados del andlisis estadistico,
Fuente de variacién Suma de cuadrados Grados de libertad Media de cuadrados Fb
Compuesto 889990 (a-=2 444095 12144
TRE 72741 {b-1) = 2_ 363,70 00,0092
Interaccion -29.934 41 (-1 /b1 =1 2993441 8,1693
- Frror 3297829 Ab{n-1) = 9 3.664.25
Total 1267119 14

2) Ya que Fo <F,,, se rechaza la hipétesis, lo que significa que el compuesto en cuestién no es

determinante sobre la biodegradacién alcanzada en el sistema en continuo.
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4. Resultados y discusion

b) Por otro lado, Fo< Fy 4, por lo que tampoco se puede considerar que el TRH por si solo sea el que

determina el porcentaje de biodegradacidn a alcanzar en la columna en continuo.,

1

.c) Finalmente, ya que Fo>>F,,, se puede concluir que la.combinacién de ambos pardmetros (tipo de

compuesto y TRH) si afecta el desempefio del reactor de lecho fijo.
4.8.2 Caso II. Diferentes concentraciones en lo mezcla, variando el TRH

4.8.2. 1Descripcidon

Se trata de un disefio multifactorial, El experimento consistié en tratar una corriente que contiene 2CF,
24,6 TCF, 2,3,4,6TeCF y PCF en el reactor empacado. Se fijé la mezcla de compuestos y se vatiaron la
- - concentracién de los compuestos. y los tiempos de residencia. Se midié el pocentaje de compuesto

-~ removido por la técnica colorimétrica. Se hicieror triplicados de los experimentos (ver tabla 4.24.
4.8.2.2 Modelo a ufilizar

El modelo a utilizar, es un modelo estadistico lineal:

X}kﬂu+r[+3§+’vk+ Siik iﬂ 112'-'-3 (}-)
j=12..b i
k=12...n

donde:

~ i:efecto de la concentracion total de la mezcla.
j: efecto del tiempo de residencia hidrdulica

k: efecto de la interaccién de ambos pardmetros
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4.8.2.3 Hipotesis

Las hipdtesis a probar son las siguientes:

d) Con respectoala c'onjcentracién total de la mezcla
Ho: MC1 = MC2 = MC3

. H1: MCI = MC2 # MC3

e) Con respectoal tiempo de residencia hidrdulica
Ho: MTRH1 = MTRH2 = MTRH3
H1: MTRH1 # MTRH2 # MTRH3

'f) Enrelaciéna la combinacién de ambas variables
Ho: Mij = M22 = M33
H1: Mij # M22 # M33

Para descartar las hipétesis se utilizard el siguiente criterio:

si F, (tedrica) > Fo (calculada), la hipdtesis se acepta.

s Er (té(_’ﬁ'i(:a) < Fo (calculada), Ia hipétesis se rechaza.

4824 Datos

Tabla 4.31 Eficiencias de remocion alcanzadas (%) para los diferentes compuestos,

en funcion del TRH. . ..
' __Tietupo de residencia hidraulica (horas)
- :-Concentracion {mg/d) 155 s 31 62
2 6055,49.55 58,65 42,16,42.90,4869 45,85, 4435.37.95
400 . 7881, 73,64, 86,83 6929, 72,15, 86,04 7527, 77,91, 76,36
609 78,66,78,79,7657 72.75,80,10, 79,07

89,14, 85,10, 84,88
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Después de los cdlculos correspondientes se Jlega al siguiente

4.8.2.5 Resumen

“Tabla 4.32, Resultados del analisis estadistico.

Fuente de variacién Suina de cuadrados Grados de libertad Media de cuadrados To
Concentracion 582124 {a-1) =2 291062 1187
TR 15350 bly=2 76,75 0,0135
Interaccidn 566764 (a-1/(b-1) = 1 5,067 64 22.75
Eiror 448275 Ab(n-1) = 18 249,04
Total 7,159.73 23

4.8.2.6 Interpretacion

Para un nivel de significancia de 0.05 (a0 = 0.05):

De Montgomery (1991), ;5 = 441 yF, ;= 3.95.

a)Ya que Fo >F,,, se acepta la hipdtesis, lo que significa que la concentracién de la mezcla es

determinante sobre la biodegradacién alcanzada en el sistema en continuo.

b} Por otro lado, Fo< F, , , por lo que se rechaza la hipStesis. Esto significa que el TRH por si solo no

determina el porcentaje de biodegradacion a alcanzar en la columna en continuo.

c) Finalmente, ya que Fo>F,,, se puede concluir que la combinacién de ambos parimetros

(concentracién de la mezcla y TRH) si afecta el desempefio del reactor de lecho fijo.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusién general

Se comprueba que la bacteria Pseudomonas fluorescens inmovilizada en el soporte adecuado es capaz
de tratar corrientes acuosas que contienen clorofencles o mezclas de ellos, atn en altas
concentraciones (en el orden de cientos de miligramos por litro)., con eficiencias muy vériables,
dependiendo del sistema empleado.

En particular, se concluye que para tratar una mezcla de clorofencles o fenol solo se
recorienda emplear un reactor de biomasa fija, con el fin de disponer de una alta concentracién de
* células por unidad de volumen, ademds de minimizar los efectos téxicos de la corriente por tratar. Se
sugiere utilizar como empaque tezontle (mallas 12, 14 y 16), por ser un material econdmico ($/m’),
‘altamente poroso, de ficil disponibilidad y resistencia mecdnica mayor a la de otros empaques
probados.

En caso de ser posible y sobre todo rentable, operar 2 28°C, que es el valor 6ptimo para el
-crecimiento yactividad de Pseudomonas ﬂuorescené._ Habri que adicionar la cantidad de nitrégeno y
fésforo necesarios para la Sptima actividad del microrganismo , semejante a las reportadas en el medio
de Dapaah(0.488 159 mg/! de sulfato de amonio y fosfatos de potasio, mono y dibasicos, .
respectivamente). 7

Para un reactor en operacion por lote se recomienda recircular Ia corriente a tratar el tiempo
~.necesario para alcanzar una biodegradacién cercana o superior al 95%. Esto es factible para los
clorofenoles en concentraciones no mayores de 600-700 mg/l (excepto el caso del cio;‘ofeﬁol, que puede
ser tratado en concentraciones de hasta 200 mg/l). Para el caso de las mezclas se recomienda no

exceder una concentracién total de 600 mg/l.
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Para un reactor en operacion céntinua, se recomienda permitir que la corriente a tratar y los
microrganismos estén en contacto entre 15 v 30 horas, para alcanzar las méximas eficiencias de
remocion. Bl andlisis estadistico aplicado a Ias pruebas realizadas en un reactor continuo demostré que
el TRH por si solo no determina el ivel de degradacion de las mezclas, sino que una combinacién del
tipo de compuesto, concentracién total de clorofenoles vel TRH, son quienes determinan ef grado de
degradacion de los clorofenoles presentes. De esta manera se obtendrdn degradaciones de entre 43 y

87% y niveles de mineralizacion (remocién de materia orgdnica medida como COT), de entre 41 y 60%.
5.2 Conclusiones especificas.
5.2.1 Aspectos bioquimicos y microbiolégicos de Pseudomonas fluorescens

5.2.1.1 La bacteria elegida para el estudio presenté una gran capacidad metablica para
transformar/mineralizar el fenol y a algunos cloro, metil y nitrofenoles, asf como el acido 2,4 dicloro-
fenoxi acético, que son considerados como compuestos téxicos,

5.2.1.2 Las velocidades de biodegradacidn del 2CF, 2,4 DCF, 2,4,61CF y PCF, cuando se
emplearon las células libres, son del orden de 4.6, 7.1, 3.9 v 33 mg/ldia respectivamente, para
concentraciones iniciales de 100, 100, 100 y 50 mg/1. Cuando estos mismos compuestos fueron tratados
con las células inmovilizadas en tezontle y empacadas en una columna operando en lote, las velocidades
mdximas fueron de 1,779, 1,669, 1,765 y 204 mg/t (para concentraciones de 400, 500, 400 y 200 mg/),
respectivamente. Si se comparén las velocidades a concentraciones iniciales igualés, se observa que las
velocidades se multiplican por factores de 16, 10, 21 y $ aproximadamente. | _

5.2.1.3-Se determind que el mecanismo de degradacidn de los CF es la decloracion del
intermediario alifitico después de la ruptura del anillo aromético (para e] 2CF, 2,4DCF y 2,4,6TCF) como
ha sido sugerido por Uotila(1993) para la decloracién de mono y diclorofenoles por los géneros
Pseudomonas, Arthrobacter v Rodococcus. En cuanto al mecanismo de degradacién del PCF, el
mecanismo evidentemente es otro, quizds la dehidroxilacién, como lo revisa Uotila (1993) para la
degradacién de fenoles policlorados por los géneros Pseudomonas, Corynebacterivum.,Rhodococcus,

Mycobacterium, Arthrobacter, Streptomyces y Flavobacterium.
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5.2.2 Soporte més adecuado para la inmovilizacién

5.2.2.1 Cuatro soportes fueron caracterizados en cuanto a su capacidad para retener a
Pseudomonas ﬂuorescemj Los resultados se expresan como UFC/g ... . La arena {con una
porosidad de aproximadmente 52%) fue capaz de retener 8.43x10° UFC/g soporter POT 8U parte, el
tezontle (con una porosidad del 65 %) retuvo hasta 1.39x10" UFC/g o Bl carbén activado (con una
| porosidad del 68% y conocida capacidad de adsorcién) fué capaz de retener hasta 4.7x10° UFG/g soporte’
Finalmente, por medio dei proceso de atrapamiento, las esferas de alginato de calcio retuvieron hasta
3.85 X10™ UFC/g gqpone Aunque para este material no se puede caleular la porosidad, se reporta que la
fraccién de vacios (equivalente a la porosidad) resulté de 0.74.

Por lo anterior se puede decir que el mejor soporte para inmovilizar a la bacteria P
_ fluorescens es el tezontle con tamafio de mallas 12, 14y 16.
e El desarrolio del catalizador de alginato de calcio demostré amplias posibilidades de -
:ﬁplicacién, pero éste tiene limitaciones que presenta debido a la baja resistencia fisica de las particulas

- producidas.
-5.2,3 Condiciones para la produccion masiva de P. fluorescens

5.2.3.1 En este trabajo se presentan ademds las condiciones para producir masivamente células

. de Pseudomonas fluorescens. Un cultivo de 24 horas en medio YPG puede desarroliar hasta alrededor

del g/l de células (alrededor de 1x10" UFC/mi medio) . Con 30 litros de este cultivo es suficiente pai’é

. inocular la columna empacada con tezontle con capacidad de 5 litros, situacién que en la prictica -

.' podrfa ser de sumo interés, ya que una de las grandes limitantes de los procesos bioldgicos frente a los
fisicoquimicos es el iempo de arranque.
' 5.3.2.2 Las cuentas celulares dsarrolladas en cajas con medio YPG (adecuado para toda -
b bécferia heterétrofa) y medio King B (especifico para bacterias fluorescentes) tuvieron valores muy
- cercanos a 1x10° UFG/ml medio, lo que demuestra que la mayor parte de las bacterias cultivadas son

Pseudomonas flucrescens. El mismo comportamiento fue observado en la columna empacada durante
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los 10 meses que se mantuvo en operacién. Este procedimiento de cuenta en placa puede ser ef
método a emplear para la operacién de la columna en escala real.
5.2.4 Trotamiento de los compuestos por separado en una columna empacada

operando en lote

5.2.4.1 1a columna empacada con las esferas de alginato de calcio-Pseudomonas fluorescens,
fue capaz de tratar efluentes conteniendo F, 2CF, 2 4DCFy 2,4,6TCF en concentraciones de 1000,"500 ,
400 y 100 mg/l, respectivamente con eficiencias de remocién de 98, 95, 98 y 97%. Las VBD para este caso
fueron de 669, 346, 191 y 38 mg/l.dfa, respectivamente. Las velocidades especificas de remocién fueron
58.4, 331, 3.86 y55.3 mg/UFC.dia, para dichos compuestos.

5.2.4.2 Bn operacién por lote (para la columna empacada con tezontle), los compuestos fueron
degradados exitosamente (alrededor del 95% de eficienciencia) en concentraciones de hasta 1000mg/l

(F), 600 mg/l (2CF y 2,4DCF), 700 mg/l (2,4,6TCF) y 300 mg/t (PCF). Las velocidades dé biodegradacién

| mdxirnas faeron del orden de 413, 1780, 1,670, 2,190 v 200 mg/l.dfa, respecctivamente., Las efeiciencias de
degradacién fueron mayores o iguales a 95%.

5.2.4.3 La relacion C/N tuvo un importante efecto sobre la actividad de la columna empacada
con tezontle, operando én lotes. A mayor relacién C/N, menor fue la actividad de la columna como
mg/l.dia para el intervalo C/N de 0.5 a 2 . Bl nivel dptimo de nitrégeno resultd ser el que resuita en una
relacién C/N=0.5.

5.2.4.4 Los compuestos tratados por éste método fueron mineralizados en diferntes
proporciones. Por ejemplo, al tratar CF, DCF, TCF y PCF a concentracionés de 300 mg/l, se alcanzaron
degradaciones del 86, 89, 94 y 59% a las 24 horas, mientras que la disminucién de COT alcanzé valores

de 63, 47, 71 y 14%, respectivamente,
5.2.5 Tratamiento de mezclas en la columna empacada operando en lote

5.2.5.1 Cuando 4 de los clorofenoles (2,4DCF, 2,4,6-TCF, 2,3,4,6TeCF y PCF) fueron mezclados y

alimentados a la columna en operacién por lote, dependiendo de la concentracién de la mezcla de
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- clorofenoles, los valores de la velocidad de biodegradacion se vieron reducidos importantemente (entre
1/2 v 17450 del valor correspondiente a los 68, 79 y 2%, respectivamente.

5.2.5.2 Las mezclas de 200, 400 y 600 mg/t alcanzaron remociones totales de hasta 87, 97, y 99%,
respectivamente. La mezclag con concentracién total de 800 mg/l no pudo ser tratada debido 2 un
fuerte efecto t6xico. Tambi'éﬁ se observé un alto valor de mineralizacién total para las mezclas de 400 v
600 mg/l (70-80%).

5.2.5.3 En cuanto a fa toxi_{:idaci de las mezclas de DCF, TCF TeCF y PCF exp “resadas como
concentraciones totales de 400, 600 y 800 mg/l, se obtuvo que la toxicidad es de 41, 52 v 358 mg/ ,
como ECS0 (dosis letal media). Al finalizar el proceso de bicdgradacién en la columna empacada con
tezontle, las toxicidades llegaron a niveles de 21, 12 y 278. mg/l (como EC50), lo que significa que hubo

una disminucién de 48, 77 y 22% en la toxicidad, respectivamente.

- 5,2.6 Tratamiento de los compuestos por separado en fa columna empacada

operando en continuo

5.2.6.1 La concentracién de células durante la operacién de la columna (10 meses) fué de entre
10% y 107 UFC/gooponer dependiendo”del compuesto/mezcla inyectada a la columna y el tiempo de
residencia hidrdulica utilizado, valores que muestran la afinidad de Pseudomonas por los sustratos, en
alguna forma.

5.2.6.2 Cuando se empleé una columna de 5 litros de capacidad, en operacién cont_inua (a
temperatura ambiente) para tratar a los clorofenoles por separado, se encontré que los valores de la
velocidad de biodegradacién se incrementaron con respecto a aquellos obtenidos para las -células
libres, pero no son mayores que los encontrados al tratar a los compuestos especificos en un sistema
inmovilizado trabajando por lotes. Estos valores son dependientes del tipo de téxico, de h
concentracién del mismo y del tiempo de residencia hidrdulica, por lo que quizd en la prictica valga la
pena trabajar en reactores por lote para teper procesos menos complejos de operar y un maydr control
sobre el reactor.

5.2.6.3 Cuando se alimentan clorofenoles por separado a una concentracion tnica, se encontré

que al compuesto en cuestién no es determinante sobre la biodegradacién alcanzada en el sistema.
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Tampoco el TRH por si solo determina ef porcentaje de biodegradacién a alcanzar en la columna, y es la

combinacién de ambos pardmetros el que ajusta ef desempefio del reactor de lecho fijo.
5.2.7 Tratamiento de las mezclas en la columna empacada operando en continuo

5.2.7.1La tasa de biodegradacidn de los clorofenoles en una mezcla de 200, 400 , 600 y 800 mg/1
alcanzaron vaiéres de 9 a 146 mg/l.dfa. Las eficiencias de remoéién para las mezclas de clorofenoles
fueron de entre 43 y 86 %. Los valores de mineralizacién total fueron de entre 38 y 60 %.

5.2.7.2 Si se considera bajo el mismo régimen de operacién fa degradacién del total de
clorofenoles presente, las velocidades de degradacidn son importantes comparadas con las anteriores.
En la mezcla de 200 mg/l la degradacion fue de 24 a 135 mg/l.dfa, mientras que para la mezcla de 400
- mg/l los valores oscilaron entre 88 y 376 mg/l.dfa. Finalmente, los valores para la mezcla de 600 mg/]
fueren de 178 a 720 mg/l.dfa.
5.2.7.3 1a mineralizacién alcanzada péra las mezclas de clorofenoles fue de entre 38 y 58%, dependiendo
del TRH v la concentracién total como clorofenoles. |

5.2.7.3 Guando se alimentd una mezcla de clorofenoles de igual naturaleza, modificando Ia
concentracién total y el TRH se encontrd que la concentracién de la mezcla es determinante sobre da
degradacion alcanzada en el sistema en continuo. Bl TRH por st solo no determing el porcentaje de
biodegradacién alcanzado en la columna, pero una combinacién de ambos factores si afecta el

desempefio del reactor de lecho fijo.

Cabe aclarar que es dificil comparar todos los resultados anteriores con lo reportado en la
literatura, pues hay pocos trabajos en los que se traten corrientes que contienen clorofenoles en altas
concentraciones, yalin menos en los que se traten mezclas de cuatro clorofenoles simultdneamente. Ta
aportacién de estre trabajo reside precisamente en que es la primera vez en que se reporta la
degradaci6n de altas concentraciones de derivados mono-, di-, tri-, tetra- y pentaclorados del fenol, por
medio de una bacteria inmovilizada en un soporte tan sencillo y econdémico como lo es el tezontle. Si
exister], por supuesto, trabajos en los que se ha reportado aisladamente la degradacién de di-, tri y

pentaclorofenol, bajo condiciones muy distintas a las utilizadas en este trabajo.
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Otra aportacién fundamental es que la bacteria empleada no requiere de largos procesos de
aclimatacién como en otros trabajos se ha reportado, y que al inmovilizaila en el soporte descrito se
cuenta con un sisterna estable, que no se contamina con otros microrganismos, a pesar de no utilizar
un sistema estéril. E

Otro aspecto relevante del trabajo es que no se consideré lel suministro de aire u oxigeno
adicional al disuelto en la corriente de entrada, con tal de no aumentar el costo y complejidad de 'l
'operacic’m. Tampoco se requiere de un equipo costoso y sofisticado.

Por lo anterior, se hacen las siguientes
RECOMENDACIONES

Las recomendaciones que se desprenden después de concluir este trabajo son las siguientes:

a) Completar ef estudio de la biodegradacidn de compuestos téxicos desde el punto de vista de las

rutas metabdlicas. Especificamente es necesario estudiar la complejidad de las reacciones que se Jlevan’
a cabo cuando una mezcla de compuestos son puestos en contacto con una sola bacteria, De esta

manera se explicardn mds ampliamente las degradaciones alcanzadas al tratar las mezclas de

ciorofenocles en la columna empacada con tezontle.

b) Llevar a cabo estudios de degradacién de mezclas de clorofenoles en una columna en continuo a

temperatura controlada. Bstudiar el efecto de la adicién de oxigeno (aire) al sistema, si se quiere

estudiar el efecto que la temperatura ejerce sobre la capacidad de biodegra&adén de las bacterias. Por

supuesto que es poco prictico pensar en un sistema a escala real, trabajando con un efluente al que

se le modifica la temperatura antes de tratarlo, sin embargo el interés serfa clentifico.

¢) Aspectos de ingenierfa, tales como las transferencia de masa en la columna empacada, deben ser
investigados y aplicados al disefio del sistema en escala piloto. Conforme el tamafio de la columna
empacada aumente, los problemas de transferencia de masa se hardn mds evidentes y complicardn la

operacién de la columna empacada.

124



§. Conclusiones y recomendaciones

d) Es importante plantear un modelo matemdtico que describa la operacidn de la columna empacada en
el tratamiento de clorofenoles o mezclas. En este trabajo no se consideré disefiar los experimentos con
el fin de-plantear un modelo matemdtico, puesto que es un estudio para ver la aplicabilidad de la cepa

bacteriana en diferentes condiciones.

e) Convendria inicidr estudios relativos a la degradacién de compuestos tdxicos utilizando un par de
micrroganismso que se complementen en tal actividad metabdlica, quizas de esa manera se podrian

complementar [a degradacién de los compuestos ysu mineralizacion.

-
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~ ANEXO A

Metabolismo bacteriano de algunos clorofenoles
(Adaptado de Rockind-Dubinsky et al., 1987)

A.1. Metabolismo bacteriano de los clorofenoles {excepto el pentaciorofenol)

Es{udios con Arthrobacter spp. han confirmado que el mecanismo que emplea esta bacteria es la
metilacién. Se ha demostrado la conversién del 2,4,6-triclorofenol a 2,4,6-tricloroanisol. Ia
metilacidn es también el mecanismo dominante en la conversidn de guayacoles (o—meté}&fenol) a
veratroles (1,2-dimetoxibenceno) por Arthrobacter spp. También han sido localizadas pequefias
concentraciones de catecoles en el medio de cultivo. En Iz figura Al se muestran algunos
cjemplos de este mecanismo.

Un mecanismo alterno al antes descrito es la formacién de catecoles a partir de
clorofenoles. Células de Nocardia sp. crecidas en fenol son capaces de metabolizar 2-clorofenol a
3-clorocatecol, 3-clorofenol a 4-clorocatecol y 4-clorofenol a 4-clorocatecol. De la misma manera,
células de Pseudomonas sp. B13 o Alcaligenes eutrophus crecidas en fenol son_capé_tces de
metabolizar 2-clorofenol a 3-clorocatecol v 4-clorofenol a 4-clorocatecol. Pseudomonas sp. BI13
puede utilizar 4-clorofeno como Unica fuente de carbén y energfa y con este sustrato puede

cometabolizar completamente 2-clotofenol y 3-clorofencl sin acumulacién de metabolitos.
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Figui‘a A.1 Metaboismo de degradacién para el PCF propuesto para Pseudomonas sp.

- Una cepa de Arthrobacter sp. que degrada fenilcarbamato también metaboliza 4-clorofenol 2
. 4—c10rd_¢é;ie¢ol. Mientras que la misma cantidad de enzima inicial es utilizada para el primer paso
de la df.:g'_fa‘_dacién de fenol y 4-clorofencl, fas células crecidas en fenol contienen una enzima
muconato-lactonante gue presenta poca actividad hacia el dcido 3-cloromucdnico, el metabolito
del 4-clorofenol.
- Suspensiones celulares de Achromobacter sp. metabolizan 4-clorocatecol al semialdehfdo 4-
| j.c.lor_o-.z_z-_m&:o;dmucémco y 35-diclorocatecol a4 semialdehido  3,5-dicloro-2-hidroximucdnico
‘utilizando la misma catecol 1,0-oxigenasa, que difiere de fa catecol 2,2-oxigenasa mds comin,
Ninguno de los productos son metabolizados més all de este nivel
Pseudomonas putida metaboliza 4-clorofenol a 4-clorocatecol, empleando la ruta de ruptura

en posicion meta de la catecol 23-dioxigenasa para producir semialdehido 2-hidroxi-5-
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cloromucénico, el cual se acumula al 10% del sustrato inicial. El 85% del cloro inicial se recupera
como cloro libre, aunque el mecanismo de liberacién del cloro atin no ha sido elucidado.

Dos especies de bacterias fueron utilizadas para producir una cepa construida
genéticamente con la capacidad alterada de metabolizar compuestos aromaticos. Una de ellas es
Pseudomonas sp. B 13, que tiene la habilidad de metabolizar clorofenoles. Otra es Alcaligenes sp.
A7, la cual degrada fenol por la opcién meta y no presenta actividad hacia los clorofenoles y fue
combinada para producir una mutante, la cual utiliza fenol por la opcién orto y tambén
metaboliza 2-, 3-, y 4- clorofenol asf como dcido 3-clorobenzoico. Tres enzimas fueron aisladas: la
pirocatecasa I y la cicloisomerasa las cuales tienen actividad para sutratos halogenados y una
tercera enzima, que funciona exclusivamente con €} metabolismo cloroaromético para llevara cabo
la dehalogenacidn-cicloisomeracidn de los dcidos cloromucénicos (ver figura A.2).

La cepa de P. cepacia AC1100 que degrada 4cido 2,4,5-tricorofenoxiacético, puede declorar
una amplia variedad de clorofenoles. Suspensiones celulares de esta cepa decloran en tres horas
una concentracion del sustrato a concentracién 0.1 mM de los siguientes clorofenoles: 2,3-, 2,4-
y 2,S-diclorofencl, 2,3,4- y 2,4,5-triclorofenol, 2,3,4,6-y 2,3,5,6-tetraclorofenol y peniaclorofenol. Ia
cepa presentd menor actividad en el caso del 2,4,6-triclorofenol y 2,3,4,5-tetraclorofenol
metabolizé muy pobremente 2,6- y 3,5-diclorofenol y 2,3,5-, 2,:5,6- y 3,4,5-triclorofenol.

E! mecanismo que los hongos utilizan para la degradacién de los clorofenoles involucra la
metilacién, de manera andloga al mecanismo que emplean algunas bacterias. Un estudio sobre
116 aislados revels que el 59% de ellos produce 2,3,4,6-tetracloroanisol a partir de 2,3,4,6-
tetraclorofenol con eficiencias del 1 al 83%. Algunos hongos que presentan estas habilidades
son: Paecilomices spp., Penciliumspp. v Scopulariopsis spp. También algunas cepas de hongos
metabolizan 2,3,4,6-tetraclorofenol sin la formacion del correspondiente anisol, lo que sugiere un
mecanismo alterno para el metabolismo de clorofenoles. La levadura Rbodotorula Slutinds crecida
en fenol convierte 3-clorofenol en 4-clorocatecol. Existe poca informacién disponible sobre ‘el
metabolismo de clorofenoles en hongos, aungue hay evidencias que indican que Penicillium sp.

produce 2,4-diclorofenol como metabolito natural.
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Figura A.2 Degradacion de cloroaromaticos por las enzimas de P, putida.

A.2 Metabolismo bacteriano del pentaclorofenol

A pesar de que el pentacorofenol PCP se utiliza como bactericida y fungicida, se ha reportado que

varios MiCrorganismos metabolizan PCP.

Cultivos de Pseudomonas spp. producen tetraclorofenol y tetrahidroquinona a partir de PCP

(figura A.3) que son metabolizados rédpidamente después de  producidos. No hay evidencia de Ia

metilacion del PCP para formar pentacloroanisol. El pentaclorofenol es metabolizado por
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b - Abstract

" The production of a Ca-alginate/Psetidomonas fluorescens biocatalyst, for the removal of phenol, chlor-
ophenol, dichlorophenol, and trichlorophenoi from wastewaters was studied. Rheological characterization
=0 (before 'and after heat treatment) of the Na-alginate solution was carried out. The effect of some opera-
.. tiopal parameters of production including air pressure, alginate solution concentration, feed rate, and
alginatefcells ratio, on the size and quality of the spheres was ¢valuated, In addition, a study of the
biocatalyst including the quantity of cells entrapped into the alginate spheres, the apparent and real catalyst
~ densities, the humidity and the ¢ void fraction was carried out together with a kinetic characterization of the
..~ Ca-alginate spheres through a first order expression. Finally, an assessment of the catalyst in the bio-
_+ degradation of phepol, mono, di-, and trichlorophenol at medium-high concentrations (1000, 500, 40 and

100 mg 1Y) is presénted and d;scussed © 1998 Elsevier Science Lid. All rights reserved
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";"":Ih'troduct_ion

... Phenol and chlorophenois are toxic compounds very
. often found in industrial effluents such as those gener-
““ated by the pulp and paper, timber products, plastics
and synthetic polymers, pharmaceutical products, pesti-
cides, o0il and petrochemistry and textile industries.
Microbial enzymes are a potentially effective means of
.. degrading pollutants, and imimobilized. cells have
" advantages over the use of freely suspended cells {1},
“isuch-as the capability of re-use, and the ease with
which the cells can be separated from thg reaction
mixture.
*" Other advantages include the possibility of the mini-
mization of the diffusional restrictions on the rates of
reaction, the minimization of product inhibition
{especially for packed columns) and the possibility of
fully continuous processes. There are many inert sup-

*Corresponding author. E-mail: lth@pumas.iingen.unam. mx

ports or polymeric matrices in which to immobilize " -

cells and all present both desirable and undesirable
features, in aspects such as strength, cost, affinity with
the substrates, ease of handling, and the capability of
entrapment/adsorption of cells f2-5]. With respect to
the option of entrapping cells into a polymeric matrix,
some polymers have been more frequently reported,

such as k-carrageenin, DEAE, polyhydracide, a!gmate

agar, and bone char [1].

The aim of this work is to provide information con-

cerning the production of a Ca-alginate/Pseudomonas
fluorescens biocatalyst for -the removal of phenol,
chlorophenol, dichlorophenol, and trichlorophenol
from wastewaters. Tests such as the rheological charac-
terization of the Na-alginate solutions (before and
after heat treatment) were carried out. The effect of
some of the production operational parameters (i.e. air

pressure, alginate solution concentration, feed rate,

and alginate/cells ratio, among others) on the size and

-quality of the spheres was also evaluated. In addition, a

jA.
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characten?anon comprising the quantity of cells (as
FCU guppore ~') entrapped into the alginate spheres,
the apparent and real catalyst densities, the humidity,
and the void fraction of the biocatalyst was developed.
Finally, a kinetic characterization of the Ca-alginate
spheres through a first orden expression, as well as the
assessment of the catalyst in the biodegradation of
phenol (Ph), mono (2CPh), di- (2,4DCPh), and tri-
chiorophenol  (24,6TCPh) at high concentrations
(1000, 500, 400 and 100mgl-') is presented and
discussed.

Materials and methods
Strain, cultural conditions and harvesting procedure

A Pseudomonas fluorescens strain obtained from sea
sediments- was employed in this work. This strain
showed interesting capabilities.in the degradation of
chloro-, nitro-, and methylphenols, as well as phenyl
acetic and 2,4 dichlorophenoxyacetic acids {6]. Details
concerning the general characteristics, cultural condi-
. tions, and biodegradation capabilities of the bacteria
have been discussed previously [6]. Cells were
- harvested after growing in YPG medium (yeast extract,

peptone of caseine and glucose), using a mini-centri- -

fuge (Eppendorf 5415C, USA) at 11000 rpm (9880
relative centrifugal force RCF) for 20 min. The celis
were rifised with phospiiate bulfer (pH 7) and centri-
fuged again.

Na-alginate solutions preparation and characterization -

Alginate solutions (Burmester Pharmatrade, Hamburg,
Germany) were prepared in concentrations between
8:5 and 4%. Alginate powder was added to deionized
" water and mixed thoroughly (700 rpm) until the sus-
pension became homogeneous. Some of the suspen-
sions contained 0-067% Pseudomonas fluorescens with
different proportions of Na-alginate. Some suspensions
were characterized before and after a heat treatment
(consisting of 10 min at’ 100°C in .an autoclave) by
means of a Brookfield DV-I viscometer (spindies 1 and
4}. The rheological indices K and n were statistically
evaluated from the Brookfield raw data according to
the procedure detailed by Hannote et al. [7].

Biocatalyst production

The production of the Ca-alginate spheres and the
Ca-alginate/cell spheres was. as follows: a solution or
mixture was extruded through a needle placed into a
concentric cylinder, fed with filter air (at different pres-
sures) in order to conirol the particle diameter (see
Fig. 1). The drops extruded were received in a flask
containing 01 M calcium chloride solution and cured
for 1h. The parameters controlied during the process
were the air pressure (in kg cm ~?), the alginate feed

Na-alginate
+ cells mix
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. CaCl2
0.1 M

Fig. 1. System for the production of Ca-alginate spheres.
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rate {(in ml min~"), and the height between the end of
the pipe and the surface of the calcium chlonde solu-
tion (in cm).

- The amount of Ca** consumed in the alginate gela-
tion process (with and without cells entrapped), was
determined by means of the measurement of the initial
and final Ca concentration in the gelation process
according to Standard Methods [8)." In addition, the
gsphercs gnlginatc ~t and gsphercs la!gii’iatcsolulion - YiEICfS
were calculated owing to their importance in the eco- .
nomics of biocatalyst production.

Physical and kinetic characterization of the biocatalyst

The size distribution of the spheres produced was eval- -
uated in two ways. 30-50 spheres were manually mea-
sured by means of a vernier, the measurements were
averaged and the standard deviation calculated, As an
alternative, the spheres were sieved ‘through a
sequence of stainless steel meshes (10, 12, 16, 18, 20
and 30, corresponding to 1-68, 1-41, 1-13, 0:96, 0-8, and
0-59 mm, respectively). No significant differences were
found between the results of the two methods, and the
most frequent diameter is reported, unless otherwise
indicated. The sphericity of the biocatalyst was evalu-
ated by measuring the major and minor diameters of
the particles (i.e. Dy and Dy} in order to determine
sphericity = D Dg ~'. The apparent density was evalu-
ated by putting a number of spheres in a 50 ml glass
cylinder, and the real density by a water displacement
method (using diluted. Dapaah medium). Humidity was
evaluated in duplicate using a thermobalance {Ohaus,
UJSA). The void fraction was evaluated using the
method reported by Buchholz [9], consisting of dehy-
dration of the biocatalyst until the critical humidity
(from a humidity versus water loss rate plot, the point

. between b and ¢ zones, Fig. 4) followed by a reconsti- .
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tution of the particle in a 0-1M calcium chioride
solution.

The colony forming units per gram of support, CFU
Zsuppont _+ Were measured as detailed in Torres et al.
[6]. A quantity of spheres was weighted, mashed and

dissolved in-a 2g1~" EDTA, and 20 g1~* NaCl solu-
~ tion. When the catalyst was completely dissolved, the
solution was diluted and the procedure was continued,

10 g of biocatalyst (previously put on a paper in
order to avoid excessive water) were placed in a 500 ml
Erlenmeyer flasks, with 150 m] of Dapaah medium [10]
diluted 1/10, along with the corresponding concentra-
tion of 2CPh, 24DCPh or 2,4,6TCPh. The flasks were
agitated at 200 rpm, with temperature controlled at
_35°C. The flasks were aerated by means of an air pump
with air flow of 194072 I min~"', Runs without aera-
tion were done in order to avoid the effect of the
desorption process. Samples (100 pl} were taken every
15 min for 2 h, and every 30 min during the next 2h.
The samples were analysed for specific phenols
according to the Standard Methods [8], using a calibra-
tion curve for each chlorophenol. Data were fitted to
an expression in the form:

C:C;exp(—k.f‘) {1)

where C and C, are the phenol conceutrations (in
- mgl~") at -any given time and zero time, k is the.
kinetic parameter (in h~") apd ¢ the process time
(hours). r is the correjation factor which indicates the
sujtability of the fitting process.

Assessment of biodegradation capability

A 0-027 ml glass column, similar to that used in a pre-
vious work [5] was employed in order to assess the
biodegradation capability of the biocatalyst. Approxi-

mately 225 g of biocatalyst was placed in the column.
* Temperature was fixed by means of water recirculation
through the external jacket. All experiments were
carried out as batch processes. 100 ml of each chioro-
phenol in Dapaah diluted medium were circulated
through the column for a time which was long enough
to achieve a chlorophenol removal value of around
95%, which was measured using the 4-aminoantipirine
method [8]. For other details see Ref. [5].

Results and discussion
Alginate solutions and mixtures characterization

Raw data from the Brookfield viscometer measure-
ments were processed as detailed by Hannote ef al. [7)
in order to calculate statistically the flow index, n, and
the consistency index, K, from the power law:

H= Xy” - F (2)

where g is the apparent viscosity in mPa, X is the
consistency index in Ns"m™2, y is the shear rate in
s, and n is the index flow (dimensionless) The values
of n and K, as well as the correlation coefficients {r) for
the different Na-alginate sohtions before and after
heat treatment (without celis) are shown at Table 1.
For repeatability purposes, the number of the spindle
used is reported in the same table.

In the case of the solutions before heat treatment,
all the fluids showed a pseudoplastic or rheofluidizating
behaviour (n<1) in the range of 0-67-0-95 n values,
With respect to the consistency index, K, there exists a
clear relationship between the Na-alginate concentra-
tion and the K value {which had values between 0-04
and 169 Ns"m~%)., It is worth noting that r values
were always greater or equal to 0-94, which confirms
the suitability of the power iaw equation in modelling
the experimental data. In terms of viscosities, the solu-
tions had values from 3! to 13619cp (since it is a
non-Newtonian fluid, an apparent viscosity can be
defined for every shear rate value, in this case for a
shear rate of 30 rpm).

After heat treatment, the solutions undergo
important changes; The sterilization process caused a
drastic decrease in the solutions viscosity [1]. The
Na-alginate solutions were in general more pseudo-
plastic (0-73<n=<09) and less viscous. The consistency
indexes were in the range 0-02-27SNs"m~? (the
higher the polymer concentration, the higher the K
value) and the viscosities between 12 and 1724 cp (for
a shear rate of 30rpm). This means a reduction
between 50 and 600%. Again, the r values were quite
high (0-94-0-99), indicative of a good applicability of
the power law.

This reduction in viscosity due to the sterilization

‘Table 1. Rheological _characterization of the Na-alginate solutions without ceils, before and after heat treatment

Na-alginate Before heat treatment After heat treatment
(%) )
Spindle n{-) K(Ns'm™? i (cp) r(-y Spindle a(-}) KN&m™®  jep) r(-)
number number
4 4 0.88 16.99 13619 0.99 4 0.77 2.75 1724 0.97
3 4 0.86 6.65 5131 0.99 4 0.73 1.15 644 0.94
2 4 0.67 131 633 0.94 i 0.90 0.26 149.7 0.99
i H 0.95 019 1753 0.99 I 0.84 0.06 49.0 0.99
0.5 i 0.83 0.04 3.7 0498 i 0.75 0.02 12.2 0.97
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process could be beneficial 10 process economy, since
lower viscosities mean lower pump sizes and the avoid-
ance of some tubing and fitting problems if, and only if
no gelling problems (i.e. weak gels, long gelation times)
are encountered.

0-067% Pseudomonas flyorescens solutions were
mixed with 1-4% WNa-alginate, and the rheological
characteristics were evaluated, The alginate/cells ratio
varied between 15 and 60 (Table 2). These solutions
showed pseudoplastic behaviour (0-7<n<096), but
had different values when compared with solutions
-with an equal polymer concentration (lower n values as
a general role). The X values were always higher for
the mixtures in comparison with those found for the
Na-alginate solutions, but the more relevant differ-
ences were for the 2 and 3% alginate solutions. The r
values were excellent (0-97-0-99), better than those
reported for the solutions at equal Na-alginate
concentrations.

A rheogram shear rate-viscosity for the alginate/
cells mixtures is shown in Fig. 2 in which solid lines
correspond to the power law equation. As shown, good

agreement between data and the theoretical expression
was found. The viscosities of the alginate/cells mixtures
with ratios 60 and 45 were quite similar (specially at
low shear rates), not significantly different in statistical
terms, while the viscosities for the mixtures with ratios
30 and 15 were clearly different.

Production 'of the biocatalyst

Different biocatalyst batches were produced using dif-
ferent operational parameters: air pressures, alginate
concentrations, feed rates and heighi from the curing
solution surface to the end of thé tube where the
spherical alginate particles were extruded. Different

- size distributions were obtained when the operational

parameters were controlled at different values. As an
example, in Fig. 3 the percentage of material retained
in every mesh (from 0-42 to 2:38 mum) for alginate con-
centrations of 1-4% are displayed. For every polymer
concentration, a typical size distribution was observed,
1.e the more frequent sizes were 1-41, 1-13, 6-96, and
0-59 mm for the 4, 3, 2, and 1% of Na-alginate. These

Fable 2. Rheological characterization of Na-alginate/Pseudomonas fluorescens mixtures

Na-alginate (%) Spindle number Alginate/cells ratio n{-) K(Ns*m™%) r(-)
4 4 0.84 18.22 0.99
3 4 .76 1700 29
2 4 0.70 4.02 0.97
1 i 0.96 £.34 . 099
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Fig. 2. Shear rate vs. viscosity rheogram for different aigmate/cells rahos
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Fig. 3, Size distribution of the catalyst produced under different conditions.

tests were developed at a fixed air pressure
(3kg cm~2). The results using the vernier were very
similar {data not shown). _

If the particles with diameter around 1-5 mm are the
goal (in order to minimize mass transfer problems), the
best alginate concentration to use was 3%, since 74%
of the material showed a diameter around 1:13 mm,
2-54% a diameter of 1141 mm, and only 1% a diameter
of (+96 mm. .

In the case of the different air pressures assessed
(for a 3% alginate solution), the most frequent diam-
eters for the 0, 1, 2, and 3kgom—? were 3-35, 2:38,
141, 1, and 113 mm (with abundances of 985, 865,
86-8, and 74-5%, respectively), as shown on Table 3.

Tabie 3. Production of Na-alginate spheres -

The feed rate did not influence the most frequent
diameter of the pariicles. Feed rates from 11 to
325mlmin~' always gave an average diameter of
1-13 mm (wher a 3% alginate solution was fed with an
air pressure of 3 kg cm—2),

Finally, the height from the CaCl, surface to the
end of the pipe where the alginaie drops are produced
did not affect the size distribution itself, although it did
affect the sphericity of the particles. The best catalyst
was produced af a height of 80cem (perfect polymer
spheres with sphericity value of around 1:0). In the
case of the lower heights, elongated biocatalysts were
obtained (sphericity values of 261 and 1-74).

In conclusion, the best operational conditions were

Diameter

Air pressure Diameter Alginate Diameter Feed rate Height Sphericity
(kg em—?®) (mm) conc. (%) (mm) (ml min—*) {mm) {m} DalDy (=)
0 3.35 1 0.5¢ 11 1.13 20 261 +0-71
1 238 2 0.96 30 1.13 40 174 £ 067
2 1.4} 3 113 150 1.13 80 1.0+0-00
3 1.13 4 '1.41 325 _ 1.13 - -
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an air pressure of 3 kg em ™2, an alginate concentration
of 3%, a feed rate as high as possible (325 mimin~' or
more), and a height of 80 cm approximately:

Biocatalyst ph)}sical characterizgtion

The real densities of the biocatalyst produced with
different  alginate/cells  ratios were 10066 g

mi~' +0-136%. The apparent densities ranged between
0-5673 and G-9542 g ml~!, as an effect of the different
cell concentrations and in part because of the particle
size distributions.

The different alginate/cell ratios gave obviously dif-
ferent CFU gouppon ~} valnes (data not shown), but
some of the combinations resulted in very weak gels.
On the basis of a very gross observation, a fairly good
alginate/cell ratio is 2-54/18:8, giving a cell load of
about 3-85 x 10" CFU guuppon ~', Which is reasonable
when compared with other polymer catalysts.

Some tests were developed in order to determine
the amount of Ca®* required for the gelation process.
The alginate concentration was obviously a factor in

determining the Ca requirements, but the mg Ca** mg

alginate~! ratio -was different for different alginate

concentrations, When no cells were present, for
alginate concentrations of (-5, 1, 2, and 3%. the ratios
were 207, 1079, 0-835, and 0-78, ie. the higher the
- alginate concentration, the lower the mg Ca** mg
. alginate™' ratio. When- different cell .concentrations
were added, the mg Ca®* mg alginate—' ratios were
slightly higher  (data .not shown). These facts are
related to the diffusion of the Ca** jons into the
Ca-alginate and Ca-alginate/cells catalysts,

Finally, a typical 3% alginate production batch gave
yiEIdS of 227 Zspheres  Balginate - and 566 Espheres
laiginate somtion ~ ', Which are important figures for the
calculation of the unit costs of the process.

Void fraction and humidity of the catalyst

The void fraction is an important parameter in bio-
catalyst packed column design, since it affects the pres-
sure drop and the residence time. For example, the
residence time for a continvously operated packed
column will be

O=VeQ ! (3)

where @ is the residence time (in hours), ¢ is the void
fraction (dimensionless), V is the column active volume
(in litres), and  the feed rate {(in 1h~"),

In order to estimate ¢, it is necessary to know the
critical humidity, as a measurement of the free water in
the gel hydration. The drying curve for a 3% alginate
biocatalyst (1-13 mm of diameter) is displayed in Fig. 4.
The total humidity was plotted against the dH/dr rate .
(the total humidity loss in respect to the elapsed time). -
The curve is represented by three sections: a, where a
high evaporation rate occurs, b, where an equilibrium
between the heat transfer rate and the mass transfer
rate occurs, and ¢, where drying rate drastically
diminishes. When the catalyst reaches the critical
humidity (the point between b and.c, see Fig. 4), it is
dehydrated in CaCl; 0-1 M solution, By volume differ-

-ence, the void fraction is calculated, since £ is the rela-

tionship between the intraparticle and interparticle
volumes over the total volume.

The voic fractions and humidities for catalysts pre-
pared under different conditions are shown in Table 4.
First, the effect of -the alginate concentration was
tested (for spheres with 1'13mm of diameter). An
average ¢ value of 0-6842 +1-3% was found as well as
humidity values between 92 and 96% for the 3-1
alginate concentrations (the spheres with 4% algmate
were not evaluated). .

When a 3% alginate solution was used, and spheres
with diameters between 1-13 and 3-35 mym were pro-

Water loss rate (dH/dt)

o 20 40

60 86 100

Humidity (%)

Fig. 4. Drying curve for the 3% alginate, 113 m diameter biocatalyst.
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Table 4. Effect of some parameters over the void fraction and humidity for alginate spheres

Diameter = 1413 mm

Diameter == 1-13 mm

Ca-alginate 3%

e © value, In the case of the 2CPh,

Na-alginate & Humidity Diameter £ Humidity Alginate/ & Humidity
(%) ) (%) (mm} (-} (%} cells ratio () (%)
4 ND ‘o290 3.35 0.6875 93.0 60 0.5833 3.0
3 0.6862 930 2.38 0.6938 93.0 45 0.5777 84.5
2 0.6734 95.0 1.41 0,6346 93.0 30 0.6354 5.5
1 0.6930 96.0 1.13 0.6862 93.0 15 0.6428 87.0

ND, not determined.

duced, the void fraction value varied between 0-634
and 0694 (maximum differences around 10%). The
humidity in all cases was around 93%, .

Finally, spheres with diameter 1-13 mm and alginate/
cells ratios between 15 and 60 were produced and
characterized. The void fractions values ranged from
0-578 and 0-643 with humidities between 83 and 87%,
This seems to be the more remarkabie effect observed
and practical applications need to be taken into
- account.

' Kinetic characterization
Table 5 shows the kinetic constants for 2CPh, 24DCPh

-~ and 2,4,6TCFPh bicdegradation tests. The parameters
reported are C,, &, and the correlation coefficient (r).

*. As a general trend, it is noteworthy that for the experi-

ments with initial concentrations 25-1000 mgi~', the
" values of C,, were similar to the real initial concentra-
tions, as measured with the 4-aminoantipirineé method.
The worst cases were those of the 2,4,6TCPh assess-
_ments. Secondly, no very clear relationships were found
between chlorophenol initial concentration and the k
it varied between
00724 and 0-326. For the 24DCPh and 2,4,6TCPh
_:tests, the ranges were {-129-0-236 and 0-048-0-1583,
~ respectively. It is important to observe that the experi-

ments with 2,4,6TCPh were carned out with mmal con-
centrations up to 300 mg {1~ only.

The trend of the k values was not clear. If the k
values are compared at the same initial concentrations
for the three different compounds, it can be observed
that for the lowest concentration, the higher value of &
corresponded to the 2,4,6TCPh, followed by 2,4DCPh
and finally 2CPh. This trend was not the same for
other concentrations. In the case of the 50, 100 and
1000 mg 1! the best value of & was for 2,4DCPh, while
for 70, 300, 500 and 700 mg 1~" the best & values were
for 2CFh.

Another interesting value is ¢, reported in Tabie' 5
for the different phenolic comporinds and concentra-
tions. This parameter means the time required in order
10 produce 30% of the initial toxic concentraticn as
defined by the equation:

f”p_ﬂInZ/k (4)

As can be seen, at some concentrations anomalous
values were obtained, maybe as a result of the fitting
process. The ty, values for ZCPh were 9-57, 693, 2-85,
7-13 (too High), 325, 3-28, and 3-07 h. For the 2,4DCPh -
the half-lives were as high' as 4-88, 4-64, 5-37 (too high),
4:532, 3-53, 3-53, and 2-76. Finally, for the 2,4,6TCPh the
values were as follows: 4-37, 144, 545, 7-24, and 7-60 h.

It is important to mention that r values were high

Table 5. Kinetic constants for the 2CPh, 2,4DCPh, and 2,4,6TCPh degradation with the biocatalyst

Phenolic Parameter Concentration (mg 17"}
25 50 70 100 300 500 700 1000
. 2CPh Co(mg 1™ 23.83 50.30 62.83 9202 287.78 462.31 760,14 1004.7
: k¢ 0.0724 0.0999 0.2424 0.0972 0.2132 0.2140° 0.3257 0.2256
tip2 (h) 9.57 6.93 2.85 7.13 325 3.28 212 3.07.
r{-) 0.89 0.89 0.98 0.89 0.99 0.98 0.98 *99
24DCPh Co (mg N 2073 51.96 65.97 79.04 314.16 530.19 60243 979.08
k(h~") 0.142 0.1492 0.129 0.1533 0.1961 0.1963 0.2365 .2512
tf12 ()} 4.88 4.64 5.37 4.52 3.53 3.53 2.93 2.76
r (=) 0.91 0.98 0.95 0.9 0.97 0.98 0.98 0.99
2,4,6TCPh Co (mgl™h) 12.5 . 43,55 68.56 60.18 287.27 ND ND ND
YO 437 14.4 5.45 7.24 7.60 ND ND ND
tiz (W) 8.76 28.76 109 14.48 152 ND ND ND
r{-) 0.62 0.51 0.9 0.51 0.89 ND ND ND

ND, not determined.
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enough for the 2CPh and 2,4DCPh experiments
(between 0-89 and 0-99), but pot for alf the 2,4,6TCPh
experiments (0-51~0-91). This means that 2,4.6TCPh
degradation with this biocatalyst was not well modelied
by a first-order expression, like the one mentioned
-earlier. The specific biodegradation rate (BDR), in
contrast, did not follow a clear trend. The vatues for Ph
and 2,4,6TCPh were similar, while the values for the
mono and dichlorophenol are also close.

Biodegradation assessment

The biodegradation assessment of the biocatalyst was
carried out with the spheres packed into the 0-0271
glass column as previously described. The biodegrada-
tion curves for the Ph, 2CPh, 2,4DCPh and 24,6TCPh
are shown as a function of time in Fig. 5. The solid
lines represents eqn (1), Tn Table &, the main charac-
teristics of the tests and the main results are displayed.
For the experiment with 1000 mg 1™ of Ph, the opera-
tion time was 120 h, sufficient to reach a 98% removal
value, while. for the 2CPh (500mgi~"), 2,4DCPh
. {400 mg 1Y), and 24,6TCPh (100 mgi~*) the opera-

. 64mglt-tday" for

tion times and removal values were 109, 160-5, and
210 h, and 93, 98 and 97%, respectively.

These operation times and compound degradation,
in combination with the removal efficiencies, give dif~
ferent BDR and specific BDR, if the average CFU
Beupgort | {@verage of the initial and final conditions)
is taken into account. It is noteworthy that BDR
ranged from around 38 to 670 mg1~'day~", for the
tri << di < mono <phenol tests, which is congruent with
their toxicities of 19, 2:0, 180, and 180mgl~', as
ECS50 measured by means of the Microtox system [11].

Dapaah and Hill [10} assessed the biodegradation of
a mixture of phenol and 4-chlorophenct with Pseudo-
monas puitida free cells. They reached BDR as high as -
500mgt~' of phenol and
13mgl-'day~' for 100mgl~' of 4-chlorophenoal.
Westmeier and Rehm [2] employed Alcaligenes sp.
entrapped in Ca-alginate spheres for the degradation
of 4-chlorophenol. They reported activities in the range
of 269-St4mgi~tday~' for §25-0Smgl~’' of
chlorophenol. -

Lee ef al. [3] studied the use of a mixture of six
identified microorganisms immobilized tn Ca-alginate

" | -Ph |
| =2CPh |
o | .2,4DCPh |
|

Phenol concentration (mg litre™)

- 2,4,6TCPh

TESIS CON
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¢ 30 60 99

120 150 20 e

Process time (hours)
Fig, 5. Biodegradation curves for Ph, 2CPh, 2,4DCPh and 24,6 TCPh with the Ca-alginate/P fluorescens biocatalyst.

Table 6. Results of the packed column biodegradation tests

Compound Concentration FCUg pun Operation - Removal BDR Specific BDR )
{mg1™") : time {h} (%) (mg i~ day™ ) {ing CFU~! day™'}
(x107")
Ph 1000 141 x 1F 120 98.0 669.2 384
2CPh 500 14x10” 109 95.0 3549 3.31
2,4DCPh 400 - 6.9 x 10° 160.5 984 190.7 3.86
24.6TCPh HilH 9.6 x 10" 210 97.0 379 55.3
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for the biodegradation of phenol, 2-chiorophenol and
24-dichlorophenol.  They observed activities of
181-1000 mg I day™ ! for 200500 mg 1~ of phenol,
10-12:96 mg ]~ ' day™' for 10-35mgl-' 2-chloro-
phenol, and 40-80 mg - day”' for 20-40mg1~" of
2,4-dichiorophenol.

Shwu-Ling et al. [4] lmmobkhged Rhodococcus sp. on
granular activated carbon and-in calcium alginate for
the continuous degradation of phenol. They assessed
the system in the treatment of 500-1500mg ™', They
found that the activated carbon system reached BDR
as high as 2910 mg1~'day~!, while under the same
. conditions the Ca-alginate system presented a BDR of
2100 mg 1= " day~'. It is worth noting that their system
took - 10 days before the effluent concentration was
Jower than the influent concentration (acclimation
period).

Conclusions

Many aspects, not very often considered when charac-
terizing . the production of a natural-polymer bio-
- catalyst, have been described here. The rheological
characterization of the Na-alginate mixtures before and
after heat treatment, showed that the material suffers
drastic changes due to the re-organization of the long
alginate molecules. The rheological behaviour of the
mixture is complex, since it is the product of the
alginate—zlginate and the cells-alginate iuferactions.
This fact is in accord with the compromise existing
between biocatalyst strength and biocatalyst efficiency.

Among the different parameter evaluated in the
production of the Ca-alginate spheres, the air pressure
fed together with the alginate solution in order to
obtain the right size distribution profile was the most
remarkable one, For a given Na-alginate concentration,
the air pressure required in order to obtain a mean
diameter around 1-0 mm, was 3-0 kg cm 2 Fortunately,
the feed rate was not dependent on the size distribu-
tion or the sphericity of the biocatalysts.

The paraineter which affected the value of the void
fraction more markedly was the alginate/cells ratio.
This fact has not been published before and has a
crucial importance regarding the biocatalyst design and
operation.

The BDR and specific BDR values obtained with
the Ca-alginate biocataiysts, when degrading phenol,
2CPh, 24DCPh and 2,46TCPh were sufficient high

when compared with those published for other similar

biocatalysts. Typical values of 37-9-669-2 mg1~* day ™’
for 2,4,6TCPh and Ph were obtained. Regarding to the
specific BDR values, a range of 3:31-58-4 x 10~ ¥ {10}
mg CFU ™! day ™", were reached. The removal efficien-
cies reported were between 95 and 98%, for toxic con-
centrations of 100-1000 mg 1=,

Finally a kinetic characterization of the degradation
of chlorophenols, showed that the expression
C=C, exp{ ki) represents the biodegradation profiles

Y0

fairly in the case of the mono, and dichlorophenols, but
not very fairly for the trichlorophenol experiences.

Further studies on the use of a 54 m} glass column
packed with Ca-alginate/P fluorescens-cells biocatalyst
are in progress. The effect of parameters such as
spheres size, cells load, pH and dissolved oxygen con-
centraion over the BDR and spec:ﬁc BDR, are the
subject of study.
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PCBs and Chlorinated Aromarics

REMOVAL OF CHLOROPHENOLS INCLUDING .
PENTACHLOROPHENOL AT HIGH CONCENTRATIONS FROM
CONTAMINATED WATERS

Luis G. Torres Verdnica Albiter and Blanca Jiménez
(Instituto de Ingenieria. Coordinacion de Amblental
Universidad Nacional Auténoma de México. MEXICO)

ABSTRACT: A tezonile-packed column previously characterized was employed -
for treatment of highly concentrated phenol (Ph), 2-chlorophenol (2CPh), 2,4-
dichlorophenol (2,4DCPh), 2,4,6-trichlorophenol (2,4,6TCPh), and
pentachlorophenol (PCPh) streams. Pseudomonas fluorescens was the
monoculture immobilized on the packing. The system was capable of removing 90
to 100% of the initial phenol and chlorophenol concentrations. The maximuin toxic
concentrations tested were 1000, 600, 600, 700 and 300 mg/L. for Ph, 2CPh,
- 2,4DCPh, 2,4,6TCPh and PCPh, respectively. Activities as high as 413, 1780, -
- 1670, 2194 and 204 mg/L per day were found for Ph, 2CPh, 2,4DCPh, 2,4,6TCPh
and PCPh respectively. The carbor/nitrogen (C/N) rate had a noticeable effect over
- the biocatalyst activity: the lower the C/N rate, the higher the activity. With respect
to the mono-, di- and trichlorophenol biodegradation mechanism, the results
suggest a dechlorination of the aliphatic intermediate, after the aromatic ring
fission. The system proved to be a low-cost, high-efficiency option in the
- bioremediation of phenol, and chlorophenols-contaminated groundwaters.

INTRODUCTION _

' Toxic aromatic compounds found in high concentrations in industrial wastes
and contaminated water can potentially be eliminated by low-cost bioremediation
systems. There are many sources of anthropogenic aromatics. Regarding to the
chlorophenols and dioxins, these are pesticides, pulp bleachmg effluents and wood
preservation. Phenol and chlorophenols concentrations in waters are regulated by
the Mexican legislation, the United  States Environmental Protection Agency
(USEPA), the International Commission for the River Rhin Protection (ICPR) and
the World Health Organization (WHO), among others. Only- a few efficient
systems for treating this kind of toxics at high concentrations have been reported.
Among them, the tse of immobilized specific strains has been recommended (Lee
et al., 1994 ; Westmeier and Rehm,1985 ; Torres ef @/,1996 and 1997). These
systems couId be mainly trickling and submerged filters or biofilm reactors (i.e.
rotating discs, concentric cilinders bio-reactors)

Objective. The aim of this work was to demonstrate the feasibility of phenol,
chloro-, dichloro-, trichloro- and pentachlorophenol biodegradation (at_high
concentrations) by means of a submerged filter, packed with fezomtle and
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inoculated with Psendomonas fluorescens, and its usefulness as an on site
bioremediation tool.

MATERIALS AND METHODS

Aspects regarding the employed Pseudomonas fluorescens strain and its
culture conditions are detailed elsewhere (Torres et al,1997). Twenty-nine mL
glass columns were employed. These columns were held at 28+/-1 °C by means of
‘water recirculation, The columns were packed with fezontle, (a red basaltic scoria
from the central México) at equal proportions of mesh 12, 14 and 16 (dlameters
between 1.13 and 1.41 mm), apparent density of 0.77g/mL and porosity of about
65%. Other packing supports and operanon characteristics are described elswhere
(Torres ef al.; 1997). The columns were inoculated passing a cell culture with a

fixed cellular content (i.e. optical density ca. 0.250) through the column during 24

hours. The colony formating units per gram of support (CFU/guppn) were

measured as described by Torres et al,1996. Total Organic Carbon TOC was

measured using a Shimadzu equipment. Phenol and chlorophenols were measured

according to Standard Methods (APHA, AWWA, WPCF, 1981), developing a
calibration curve for every single compound.

RESULTS AND DISCUSSION

The packed column was capable of removing 90 to 100% of the initial .

phenol or chlorophenol concentration. The maximum phenol concentrations
“assessed were 1000, 600, 600, 700 and 300 mg/L for Ph, 2CPh, 2,4DCPh,
2,4,6TCPh and PCPh, res;;ectzve]y Biodegradation time was quite dependent on
the toxics’ nature and concentration.
A typical profile of toxic concentration versus time is shown at figure 1. In
this case, biodegradation of 2,4,6TCPh against process time is reported. As
-observed, most of the material is removed in the initial 24 hours, but the process
was stopped when 95% removal was reached, as a general rule. The solid lines
show the biodegradation data adjusted to the form Cprenot = Cphenot o € ““, where

1200 - LEA12 5
%b - B0 e ——
E 1000 * 50 Wi00 200 8 1,E+10 i 2CPY
S 800 ® 300 0400 O 509 S Eed © 2 AGCPH
& 600 ©700 x 500 g B B8 —#—24 510
g 60 A g 21,5407 4 —®—rom _jo
ﬁ »n ?3'5‘061
O 40 8 1508
E-\; g 1,E+04
= & 15403
* ==
~ 1EAZ 1
1,E+01 4 + + + .
0 16 20 ¥ 40 50 6 70 80 %0 100 o 0 4% 50 BO 1000
Time, hours Phenol conc., mg/L
FIGURE 1. 2,4,6TCPh concentra- FIGURE 2, Biomass load a a func-
tions against process time. tion of phenols” concentration.
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Copronol o is the initial Cypent value, ki is the kinetic constant and 1, the process time.
It becomes evident that the higher the toxic concentration, the lower the
proportional process time for values between 50 and 600 mg/L. For the 700 mg/L
experiment a slight longer removal time was observed. This behavior was the same
for the rest of the phenols. '

Packed column removal activities, The column removal activity takes into
account the amount of material degraded, the actual volume and the process time.
These activities were calculated for all the experiments carried out with the
different phenols and are summarized on table 1. As a general procedure, every
compound concentration was increased at the end of every - successful
biodegradation process, until a diminution on the column activity was observed.
The only one exception was phenol, which was tested at 100, 500 and 1000 mg/L
but no column activity decrease was observed. Dapaah and Hill (1992) assessed
Pseudomonas putida free cells in the biodegradation of a mixture of phenol and 4-

chlorophenol. They reached cell activities as high as 64 mg/L.day for 500 mg/l of -

phenol and 13 mg/L.day for 100 mg/L of 4-chlorophenol. Westmeier and Rehm

(1985) employed Alcaligenes sp. entrapped in Ca-alginate spheres for the

degradation of 4-chlorophenol. They reported activities in the range of 269-514

mg/L.day for 0.25-0.5 mg/L of chiorophenol. At the other hand, Lee ef a/. (1994),
. studied the use of a mixture of six identified microorganisms immovilized in Ca-
- alginate in the piodegradation of phenol, 2-chlorophenol and 2,4-dichlorophenol.
They observed activities of 181-1000 mg/L.day for 200-500 mg/L of phenol, 10-
12.96 mg/L.day for 10-35 mg/L. 2-chlorophenol and 40-80 mg/L.day for 20-40
mg/l. of 2,4-dichlorophenol. For pentachlorophenol there is ne available
information on any specific system activity, but an excellent rewiew on microbial
degradation of pentachlorophenol has been published by McAllister ef al., 1996 -

TABLE 1. Tezontle packed column removal activities in Mgpheno/L.day

Conc., Ph 2CPh 2,4DCPh  2,4,6TCPh PCPh
50 - 4335 45.14 51.87 16.58
100 $1.94 73.15 69.46 83.34 15.94
200 . - 688.20 656.59 769.76 203.63
300 - 1,03842  986.22 1,731.4 100.06
400 . 1,779.05  1,387.63 1,765.07 -
500 131.81 1,638.21  1,669.58 1,983.09 -
600 - 71.95 728.75 2,043.00 .
700 . - _2,193.56 -

- 1000 413.18 - - -

~ Column biomass loads. It is necessary to remark that these column activities are
related in some way to the biomass load. At figure 2, the CFU/guppon for every
column is shown. The CFU values for the columns feed with 2CPh, 2,4DCPh and
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biodegradation -until 10°-10' CFU/gupon for the 200-300 mg/L  phenols
_concentration. From this value, a decrease on the biomass load was observed until
-.10°-10° was reached for a toxic concentration of 500 mg/L. A significant cell
growing for toxic concentration above 500 mg/L was observed. For the PCPh, the
initial biomass content was 10* CFU/gupen, When the compound concentration was
200 mg/L, the CFU was higher than 107. Finally, values of around 10* were
measured for the highest PCPh concentration (300 mg/L). The column treating
only phenol started with 10° CFU/gugpon and feached 10 for the 500 mg/L test. -
For the 100" mg/L test, a 107 biomass load was observed.

Effect of the C/N rate over microbial activity. The removal experiments were
conducted employing the Dapaah medium (Dapaah and Hill, 1992) with different
- amounts of the N-source ((NH;),8Q4). The C/N rate was fixed at values between
0.5 and 2 for 2CPh, 2,4DCPh and 2,4,6 TCPh,, at 300 mg/L. The column activities
were then calculated and plotted against the C/N rates. At figure 3, the behaviour
of the 2,4,6TCPh is analyzed. As the figure shows clearly, there is an inverse
function between the column activity and the C/N rate. This is true for the other
two compounds. This fact has profound implications for the column operation.

_45 |
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FIGURE 3. Packed column activi- FIGURE 4, TOC wvalues as a
ty as a function of the C/N rate. function of biodegradation times.

Phenol and TOC degradations. Figure 4 shows the TOC values along the 2CPh,
2,ADCPh, 2,4,6TCPh and PCPh biodegradation. It is noticeable that while the
mono-, di- and tri substituted phenol TOC values decreased substantially, the TOC
vatues for the PCPh were practically constant for the same period. In fact, for the
PCPh, the experiment was continued for more than 100 hours and no significant
- TOC changes were observed. The solid lines show the biodegradation data
adjusted to TOC = TOC, e **, being TOC, the initial TOC value, k, the kinetic
constant, and t the process time. The k, values and the related discussion will be
published later. .

At table 2, some interesting details of the TOC biodegradation experiments
are remarked. At 24 hours time (when most of the initial 2CPh, 2,4DCPh and
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2,4,6 TCPh concentrations had been removed) the TOC removal values were about
63.5, 47.4, 70.8 and 14% for initial 2CPh, 2,4DCPh and 2,4,6TCPh and PCPh,
 respectively. These TQC removal values represent the 73.5, 53..4, 75 and 23.6% of
the phenol removal reached for every phenol. It is interesting to note that the
higher value corresponds to the 2,4,6TCPh (the best compound in terms of the
column removal activities) followed by the 2CPh (the second best column removal
activities) and the 2,4DCPh (the third position regarding to the column activities).
The lowest value is associated to pentachlorophenol, a third and a half of the
values for the other substituted chlorophenols. At the other hand, all the
experiments were carried out at fixed initial pH value of 7.0, and this variable was
sustained throughout the entire process. At 24 hours, the pH values were about
5.9, 6.1, 6.1 and 6.9, respectively. Again, it is remarkable that the pH value for the
PCPh test is quite different from the rest of the group. The observation of the
different phenols, TOC and pH value profiles as a function of time (not.all data are
shown), suggest that a dechlorination of an aliphatic intermediate occurs after the
- aromatic ring fission, in the case of the mono-, di- and trisubstituted compounds,
as reviewed by Uotila (1993) for the dechiorination of mono- and dichlorophenols

by Pseudomonas, Arthrobacter and Redococcus genera. Concerning to the PCPh,

the biodegradation mechanism is evidently different, maybe dehydroxylation, as
reviewed by Uotlila (1993) for polychlorinated phenols by Pseudomonas,
Corynebacterium, Rhodococcus, Mycobacterium, Arthrebacter, Streptomyces and
Flavobacterium genera. :

TABLE 2. Phenol and TOC removals for a given process time {ca. 24 hours),

phenols concentration 300 mg/L. '

‘Feature: 2CPh  2,4DCPh 2,4,6TCPh PCPh
Ph removal,% 86.40 88.70 94,30 59.29
TOC removal,% 63.54 47.40 70.81 13.99
Ph/TOC rate, % 73.55 53.44 75.09 23.59
pH ' 5.88 6.14 6.14 6.95
CONCLUSIONS

The system was capable of removing 90 to 100% of the initial phenol and

chlorophenol concentrations. The maximum toxic concentrations tested were
1000, 600, 600,700 and 300 mg/L of Ph, 2CPh, 2,4DCPh, 2,4,6 TCPh and PCPh,
respectively. Activities as high as 413(at 1000 mg/L), 1780 (at 400 mg/L) , 1670
(at 500 mg /L) , 2194 (at 700 mg/L) and 204 (at 200 mg/L) mg/L per day were
reached for Ph, 2CPh, 2,4DCPh, 2,4,6TCPh and PCPh, respectively. The C/N rate
had a noticeable effect over the biocatalyst activity: the lower the C/N rate, the
higher the activity for the mono-, di- and trichlorophenols, but presumably also for
~phenol and pentachlorophenol, With respect to the mono-, di- and trichlorophenol
biodegradation mechanism, the results suggest a dechlorination’ of the aliphatic
intermediate, after the aromatic ring fission. previouslv pronosed far the
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biodegradation mechanism is evidently different, maybe dehydroxylation. The
‘system proved to be a low-cost, high-efficiency option in the bioremediation of
phenol, and chlorophenols-contaminated groundwaters. Currently, our group is
working on the operational characteristics of a 5 L ‘ezontle packed continuous
column treating single and rmxe«:d chlorophenols.
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Aerobic Mechanisms

REMOVAL OF DI-, TRI-, TETRA-, AND PENTACHLOROPHENOL
MIXTURES IN A 5 L CONTINUOUS AEROBIC PACKED COLUMN

Luis G. Torres, Alejandro Salinas, Blanca E. Jiménez (Instituto de Ingenieria.
~ Universidad Nacional Auténoma de México. MEXICO), and
- Erick R. Bandala (Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua. MEXICO)

ABSTRACT: A 5 L column packed with rezontle (a basaltic scoria) and
inoculated with Pseudomonas fluorescens was operated at room temperature,
under unaerated conditions. Three different chlorophenol mixtures were assessed
200, 400 and 600 mg/L as total chlorophenols (with proportional concentrations of
di-, tri-, tetra-, and pentachlorophencl). Both total (4-aminoantipirine method) and
specific chlorophenols (GC/Mass spectrometry system), and total organic carbon
(TOC analyzer) removals were measured. Of the total initial chlorophenols for the
concentrations of 200, 400 and 600 my/L, the packed column was able of
‘removing 43-56, 75-80, an¢ 77-86%, respectively. The biodegradation .rates for
each concentration range were 33-174 mg/L.day (for 200 mg/L), 118-494
~mg/L.day (for 400 mg/L), and 179-725 mg/L.day (for 600 mg/L). These variations
“are due to the hydraulic residence time (HRT), controlled at values of 15.5, 31,
.and 62 hours. The lowest values correspond most of the time to HRT = 62 hours,
‘and the higher values to HRT=15.5 hours. Tofal organic carbon TOC removals
“were around 38-59%. The system demonstrated to be a powerful tool in the
bioremediation of waters contaminated with chlorophenols.

o INTRODUCTION
i+ 7 Chlorophenols and derivatives have been widely used as pesticides,
"-_-‘jantzfungai agents and herbicides. Due to the high toxicity of this xenobiotics, only a

~few biological treatment systems are suitable for the - bioremediation of

~“contaminated aquifers, water bodies or soils. The use of aerobic submerged filters,
~ where specific microorganisms or mixtures of them have been immobilized, has
" been reported because of its high-potential applications (Arvin, 1991, Selgnez e/
al., 1993, Fava et al., 1996, Torres ef al., 1997b). Some of these experiendes were
-carried out in small systems working batchwise In most of the quoted papers the

~degradation of simple compounds and never of complex mlxtures of them were

‘assessed.

Objective, The aim of this work is to report the successful use of a 5 L. contihuous
aerobic column with a low-cost packing material, for the biodegradation of di, tri.

tetra, and pentachlorophenol mixtures in concentrations up to 600 mg/L as total
~ chlorophenols. The relationship between chlorophenot’s removal and the hydrautic
retention time was investigated. TOC removals and cell loads in the packed column
during the continuous dproc'ess were also evaluated and discussed.
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" MATERIALS AND METHODS
_ Tezontle is a basaltic scoria abundant in the central Valley of Mexico. It is
.a very cheap, light, resistant, porous and easy 1o handle construction material.
Three different rezontle size distributions were characterized in terms of global
porosity (%), apparent density (g/ml), and strength indirectly, as the solubilities in
HCI and NaOH (%). as wel} as the suitability of being colonized by. Pseudomonas
Sluoresceris cells (as FCU/guppon). These mixtures were termed fine (particles
between 0.84-1.19 mm), medium size (particles between 1.19-1.68 mm) and gross
portion (particles between 1.68-3.36 mm). '
‘ The employed column is a perspex cylinder (95 mm in diameter, 900 mm in
height); Active volume is around 3.5 liters according to the porosity of the
employed packing material. The cross section is 0.007 m®. It was packed with 100
mm height of gravel and 716 mm height of a given rezontle granulometry. The
system was connected as shown on figure 1. A peristaltic pump was used in order
to pump CPh solutions and circulate them upwards through the column, The
system was started inoculating the tezomtle. For this purpose, a 15 liters
fermentation of Pseudomonas fluorescens in YPG (yeast extract, caseine peptone
and glucose, 10 mg/L of each one) medium was used, Cell concentrations during
the fermentation process were monitored by means of optical density. The rich
culture was recirculated through the column for 24 hours and the wasted medium
was discharged. Different solutions of chiorophenols in Dapaah medium (Dapaah
and Hill, 1992) were fed to the system. The cell load in the column (as CFU/apport)
was evaluated periodically by platting dishes of YPG and King B (specially
designed for fluorescent microorganisms as P. fluorescens) media as described by
Salinas, 1997. Solutions containing mono-, di-, and trichlorophenols were fed
consecutively to the column, The phenols and total organic carbon (TOC) were

measured as detailed by Salinas, 1997 . Mixtures consisting of mono-di, mono-di- -

tri and mono-di-tri-pentachlorophenol were fed to the column. The procedure
lasted 3 months. The results of this experimental work were reported elsewhere
(Salinas, 1997). After this, di-, tri-, tetra-, and pentachlorophenol mixtures at 200,
400 and 600 mg/L were employed. Every total phenol’s concentration was
evaluated at three different hydraulic retention times, HRT, defined in the previous
experiences. FCU/gappon, temperature, total and specific chlorophenol
concentrations, and TOC were evaluated periodically.. GC/mass techniques were
employed in order to determine specific chlorophenols concentration in the
effluents, the 4-aminoantipirine method, for the total chlorophenols evaluation,
- using the appropriate calibration curve. For more details, see Torres ef a/., 1997a.

RESULTS AND DISCUSSION

_ The characterization of the packing material with different size distributions
is given on table 1. Differences among the three size distributions were observed.
Apparent densities were between 0.77 and 0 93 mg/L. Solubility values are an
accelerated-test  measurement of the decay of the material. The harder mixture is
the gross portion, followed by the fine and medium sizes. Regarding the suitability
for being colonized by Pseudomonas, it is interesting to note that fine and medium

* portions gave a very good cell load value (around 10° FCU/gqumppon), but the gross -
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Aerobic Mechanisms

portion showed to be the best one (around 10" FCU/gappon). Perhaps the most
useful parameter is the porosity of the material. Regarding to these values, medium
size distribution had the best porosity (65%), followed by the fine (44%) and, at
last, the gross portion (21%). In basis of the importance of the packing matenal
porosity for the functioning of the system, it was decided to use the medium size
distribution throughout this work.

TABLE 1. Characterization of the tezontle mixtures,

Mixture Particle Porosity App. Sotubility Solubility  Cell load

size (%) Densisty in HCL in NaOH (FCU/

(g/ml) (%) (%) Zsupport)

Fine 0.84-1.19 440 0.9378 3.47 0.897 8.5x10°
Medium  1.19-1.68 65.0 0.7700 3.23 1.36 1.4x10°
Gross 1.68-3.26 213 0.8594 1.88 0.1970 1.7x10"

The 15 liters fermentation lasted 24 hours and reached optical densities of around
0.3 (1.08 mg/L, in accord with the dry weight curve), It is interesting to mention
that the final YPG total count was about 1x10'® FCU/gegp, While the King B was
very close (5%10' FCU/gappon). This means that most of the bacteria present were
P. flucrescens. The column was packed with the medium size distribution and
inoculated as described in the materials and methods section. After the inoculation
process, the column reached 107 FCU/gappon but due to the single CPh's fed (during
three months), the cell load oscillated between 10°- 107 FCU/gapon  (YPG count).
‘Regarding to the King B count, the FCU/guppn value was lower than the YPG
count (first two weeks), but rapidly increased up to the same value of the
YPGeount. Duning this period, temperature ranged between 10 and 23°C. 2CPh
was not included in the mixture from this point on due to problems with the
chlorophenol’s measurement procedure.

The first chlorophenols mixture evaluated was the one containing 400
mg/L (100 mg/L of every chlorophenol), followed by the 604 mg/L one, and the
200 mg/L. mixture at the end. Every solution was treated during 2-3 residence
times as less. Three samples (moming, noon and afternoon) of the influent and
effluent were took in order to determine the chlorophenol and TOC removals.
The CPh's removal was a function of the HRT for an initial CPh concentration of
200 mg/L. For all the single compounds (except 2,3,4,6TeCPh), the higher fhe
HRT, the lower the CPh removal values. It seems that the 2,3,4,6TeCPh was more
degraded at HRT of 62 hours than at 31 hours. The chlorophenol’s removal rate
was quite near for the specific compounds and the average for the mixture, except
for the 2,4,6 TCPh. The correspondent removals for this compound were 36, 5.6
and 5% for the 15.5, 31 and 62 hours of HRT, respectively |

In the case of the mixture with 400 mg/L. of CPh's, the removal values
were less dependent on the HRT, maybe except for the 2;4,6TCPh. As a general
observation the higher removals were found at HRT equivalent to 15.5 and 31
hours for the different compounds. The removal for 2,4,6TCPh was again
markedly lower in comparison tothe other compounds or the mixture of total
mPh’e The achieved removals for this mixture were higher (75.6-79.8%) than

"
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TABLE 3, Biodegradation rates for the different chlorophenols,
concentrations, and operation systems (in mgoneno/L.day).

Phenol Conc, Batch operation Continuous operation,
mg/L ) mixtures at HRT =
* * Singles** Mixtures” 62 h 3t h 18 h
2,4DCPh 50 45 9.7 7.7 153 353
100 69 345 238 46 160.1
150 - 40.4 " 464 100.3 197.8
200 656 4.6 - - -
2,4 6TCPh 50 52 0.7 1.6 20.7
100 33 373 16.5 29.5 53.6
} 150 - 40.1 24.2 83.6 92.3
. 200 770 1.7 - - -
2,3,4,6TeCPh 50 - 7.6 0.1 19.1 43.7
106 - 357 28 57.1 115
150 - 383 57 108.2 223
200 - 2.3 - - -
PCPh 50 16 7.6 7 13.8 357
100 16 354 198 415 87.9
- 150 - 38 50.5 96.7 205.7
200 204 - ] - L -
300 100 e . e .
Astotal CPh's 200 S 339 24.6 498 1353
400 - 145.9 88.1 . . 1741 376.7
600 - 157 178 . 3677 718.9
800 - 86 - 3 - -

Notes *From Torz es et al., 1997* ** From Torres et al 1997b,

column with the same packmg material and size dnsmbutzon the same |mmobmzed
bacteria and the same mineral medium. The only one difference (besides de
operation mode, i.e. batch vs. continuous) was the temperature. The experiments
carried out on batch operation were controlled at 28°C. On the contrary, the
experiments reported in this work were developed without temperature control
{around  17-23°C). As shown, the BDR's were higher for
2,3,4, TeCPh>PCPh>2,4DCPh>2,4 6 TCPh. Regarding to the HRT it is clear that
the best BDR's were obtained at the lower HTR tested (15.5 hours). The behavior
in this mixture of chlorophenols is considered quite good: BDR's between 135-719
mg/L.day were found for the best HTR (15.5 hours). In the case of the 31 HRT,
values of 50-367 mg/L.day were achieved. Finally, for the largest HRT (62 hours),
the BDR's were as high as 25-178 mg/L.day. If all these values (specifically those
obtained at HRT=15.5 hours) are compared with the values obtained by Torres et
al.,1997 working the same mixture in batch mode, it is concluded that the BDR's
were increased 1.4-5.8 fold due to the continuous operation. At the other hand, it
is necessary to compare this BDR values with those obtained in batch operation,
compound by compound (Torres er al., 1997b), i.e. not mixed. As shown on table
2, the single BDR values were in general lower than those obtained herein. The

BDR values for very high CPh’s cuncentrations are quite high (thousands of ~
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those obtained with a 200 mg/L concentration (42.7-58.7%). It is remarkable to
compare the behavior of the 2,4,6 TCPh for this two mixture concentrations, which
is completely different. At the end the removal values found for the 600 mg/l.
were slightly higher (77.3-86.6%) than those obtained for the 400 and 200 mg/L
experiences. In fact, the trends for the specific phenols and the mixture in the case
of 600 mg/L are very similar to those observed for the 400 mg/L test

On table 2, the CPh's and TOC removals, as well as the cell loads (as
FCU/gamon) and the average temperatures for every biodegradation assessment,
are shown. For the 200, 400 and 600 mg/L tests, the TOC removals were 56, S0
and 46%. This fact indicates that the lower the total chlorophenols concentration,
the higher the TOC removal values. Except for the case of the 200 mg/l.
experiments, all the TOC removal values were less than the CPh removal value
(1.4-2 fold). These values mean the capability of Psendomonas of mineralizing the
phenolic compounds.

TABLE 2, Resuits of the biodegradation runs, regarding to Total phenols,
~and TOC degradations, Results are an average of triplicates.

HRT Initial total TOC Total Ph Cell load ~ Test
(hours) Ph cone, removal removal (FCU/gupponn ~ temperature
{mg/L) (%) (%) x10° °C)
15.5 200 5935 58.8 2.97 21.0
31 200 52.1 433 2.97 i7.0
62 200 57.7 42.7 2.97 17.5
15.5 400 41.3 798 - 2.77 19.0
31 400 52.8 756 1.95 18.5
62 : 400 56.2 76.5 1.95 17.5
15.5 600 45.0 78.0 2.68 20.0
31 600 55.1 86.6 2.68 18.0
62 600 37.9 773 2.68 19.2

Regarding to the FCU/gapon, it is noticeable that the cell load was quite constant
(1‘.95—2.97x105 FCU/gwppon). This fact is important when comparing different
biodegradation tests. At the end, the average temperature of the column operation
was 17-21°C during working hours (temperature was not registered during nights).
This 1s a cntical point, since other systems reported in the literature “for the
treatment of toxic compounds or mixtures are temperature controlled, and that
means energy consumption which increases the cost of the waste, superficial or
aquifer water treatment.

In order to compare the different removal values obtained in the tests
previously- described, this values were converted into biodegradation rates BDR's, -
taking into account the process time (7.e. the HRT) for every case. At table 3, these
- biodegradation rates for the total phenol concentratron and for every compound n
the mixtures, are summarized.

- For comparison purposes, the BDR s observed when working with a baich -
system very similar to that employed in this work (Torres et @/,1997a and b). It is
important to mention that those experiments were carded out in a 27 mL glass
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mg/L.day) but in these experiments the specific CPh concentrations ranged
between 50 and 150 mg/L.

CONCLUSIONS

The most suitable granulometry for this work’s purposes is the medium
one. It showed high porosity (65%), medium apparent density (0.77 g/ml),
strength, and suitability for being colonized by Pseudomonas fluorescens (around
10° FCU/gagpn). The column packed with fezontle was able of removing 43-56,
75-80, and 77-86% of the total initial chlorophenols for the concentrations of 200,
400 and 600 mg/L, respectively. The biodegradation rates for every concentration
ranges were 33-174 mg/L.day (for 200 mg/L), 118-494 mg/L.day (for 400 mg/L),
and k79-725 mg/L day (for 600 mg/L). These variations are due to the specific
HRT, controlled at values of 15.5, 31, and 62 hours. The lowest values correspond
most of the times to HRT = 62 hours, and the higher values to HRT=15.5 hours.
TOC removals were around 38-59%. The system demonstrated to be a powerful
tool in the bioremediation of waters contaminated with chlorophenols.
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ABSTRACT

hlorophenols are highly toxic compounds of great concern for the oil extraction and transformation industry. Due to the high
yxicity of these xenobiotics, only a few biological treatment systems are suitable for the treatment of wastewaters containing
igh concentrations of them. The use of acrobic submerged filters (where specific microorganisms or mixtures have been
nmobilized) which have previously demonstrated capabilities in the degradation of the target compounds, has been reported of
igh potential applications. The aim of this work is to report the start-up and continuous operation (at room femperature) of a 5
ters biofilter, for the degradation of single chlorophenols at high concentrations. The system did not need any sanitary control;
ince given the toxicity of the effluent there was no significant development of other bacteria on the inert support. The system
ias capable of continuously . treating 2-chloro-, 2,4-dichloro-, 2,4,6-trichloro-, and pentachlorophenol at maximum
?ancentrations of 500, 500, 500 and 200 mg/l, respectively. The chlorophenols percent removals observed were between 6.0 and
2.2%, regarding the fed synthetic wastewater.

KEYWORDS

iological treatment, chlorophenols, industrial wastewaters, Pseudomonas fluorescens, submerged
iofilters. '

INTRODUCTION

stroleum industry is one of the most important industries for México. Chlorophenols are highly toxic
ympounds of great concern for the oil extraction and transformation industry. Physical-chemical methods
;we proven to be effective in the removal and/or destruction of these kind of compounds, but they are high
'tergy and chemical consumers. Due to the high toxicity of these xenobiotics, only a few biological
ratment systems are suitable for the treatment of wastewaters containing high concentrations of them. The
ie of aerobic submerged filters (where specific microorganisms or mixtures have been immobilized)
hich have previously demonstrated capabilities in the degradation of the ‘target compounds, has been
borted of high potential applications (Torres et al.; 1998). The aim of this work is to report the start-up
id continuous operation (at room temperature) of a 5 liters biofilter, for the- degradation of single

-llorophenols at high concentrations. o
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METHOD

Tezontle is a basaltic scoria very abundant in the Central Valley of México. It has been used as a
construction material and for the filtration of drinking water m low and high rate filters. It is a very porous
and resistant material, which makes it very suitable a support for a biofilter. A mixture of 1.19-1.68 mm
tezontle particles was used along this work. A perspex cylinder (95 mm in diameter, 900 mm in height) was
filled with 100 mm height of gravel and 710 mm height of the tezontle mixture. The system was started
inoculating the rezontle with Pseudomonas fluorescens, a strain previously used for the degradation of
chlorophenols, 2,4 dichlorophenoxy acetic acid and pesticides as aldrin, dieldrin, heptachloro and
ieptachloro epoxide (Bandala er al, 1998, Torres et al, 1998). For this purpose, two 15 liters
‘ermentations of P. Flyorescens in YPG medium were carried out. Cell concentration changes during
‘ermentation were monitored by means of optical density.

Che rich culture was recirculated through the column during 24 howrs and the wasted medium was
lischarged. Dapash medium (Dapaah and Hill, 1991) solutions containing different chlorophenols (mono-,
li-, tri-, and pentachlorophenol) were fed to the system as a start-up stage. Colony forming units,
“FU/gsuppon> Were evaluated periodically by platting Petri dishes of YPG (a rich medium) and King B (for
luorescent microorganisms) solid media. All counts were carried out by triplicate. Chlorophenols at given
:oncentrations were employed (100-500 mg/l), and the hydraulic residence times (HRT) were varied
retween 3 and 62 hours. The system was operated at room temperature, though the morning, noon, and
fternoon temperatures were registered and averaged. The chlorophenols were measured by means of the 4-
minoantipirine technique reported in Standard Methods (APHA, AWWA, and WPCP, 1989).
“hlorophenol removal was calculated as a percentage of the initial concentration. For more details, see
“orres (1999)

RESULTS AND DISCUSSION

Two-15 liters YPG fermentations were developed lasting24 and 22.5 hours,-respectively. The
raximum biomass concenirations as optical densities were 0.19 and 0.25, respectively. The rich medium
sas recirculated through the column during 24 hours. After that, the wasted medium was discharged and
,4,6-trichlorophenol was added to the system batchwise. The start-up of the system consisted in the batch
>d of 2,4,6-trichlorophenol at a medium concentration of 100 mg/l during a week. The cell load reached
rtial average values of 1x10° CFU/gguppon. Figure 1 shows the FUC/gupporr developed on the fezontle
apport, measured during nine months of operation by YPG and King B count in plate. As it can be seen,
'PG and King B counts are quite similar in most of the time. Along the fed of different chlorophenols at
iven concentrations, the biomass adhered to the tezonfle varied between 1.79x10% and 1.13x10’
CU/gsupporr. These values turned out very dependent on the average day temperature, and on both the
»ecific chlorophenol and concentration.

FCU/
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, Figure 1. YPG and King B counts for the nine months column operation period.
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he system did not need any sanitary control; since given the toxicity of the effluent there was no
ignificant development of other bacteria on the inert-support. The system was capable of continuously
eating 2-chloro-, 2,4-dichloro-, 2,4,6-trichloro-, and pentachlorophenol at maximum concentrations of
00, 500, 500 and 200 mg/l, respectively. The compound’s percent removals observed were between 6.0
ad 89.2%, regarding the fed synthetic wastewater. Table 1 shows the more relevant results regarding the
perations of the system, as a function of the HRT.

he removal of streams containing 2-chlorophenol at an initial concentration of 500 mg/l was evaluated at
different HRT among 3.1 and 62 hours. Chlorophenol removal resulted in variable values among 6.0 and
3.55%. By elimination of the point corresponding to HRT=15.5 (2-chlorophenol removal of around 6%)
e rest of the values are quite close, with an average of 22.8%.

"hen treating 2,4-chlorophenol at initial concentration of 500 mg/l, only three HRT were evaluated: 15.5,

and 62 hours. There exist a weak relationship between HRT and the total di-chloropheno! removal: the
zher the HRT, the lower the compound removal, though because there are only three points it is hard to
ake more conclusions.

1e 2,4,6trichlorophenol removal was characterized more deeply. Initial concentrations of 100, 300, and
0 mg/l were evaluated at HRT of 3.1-93 hours. For the lower initial concentration (100 mg/1) it is clear
1t the higher the HRT, the higher the total removal value (%¢). These removals were in the range of 18.30
d 56.3%, respectively. When the 2,4,6-trichlorophenol had an initial concentration the trend was unusual;
: higher the HRT, the lower the compound removal, Removals of 74.1, 69.3, and 46.0% were measured
- HRT of 6.2, 15.5 and 31.0 hours, respectively. Finally, for the higher tested concentration (500 mg/l)
: trend was the following. For the lower HRT (3.1 hows) the observed removal was 55.8%, and an
sement on HRT (15.5 hours) induced a higher removal value (89.2%, which was the higher
iorophenol removal observed in this work), but a further increment on HRT (31 hours) gave a slightly
ver removal (73.9%).

the special case of the peﬂ;achioréphenol treatment, a 200 mg/l concentration was used. HRT of 15.5, 31
1 62 hours were assessed. It was observed that the higher the HRT wvalue, the higher the
itachlorophenol removal as in previous assessments.

s important to underline that all these experiences were developed under no aereation conditions,
hout pH control, and at room temperature. This bacteria demonstrated the capability of degrading
mol, 2-chlorophenol, 2,4-dichlorophenol, 2.4.6-trichlorophenol and pentachlorophenol at maximum
wentrations of 1,000, 600, 600, 700 and 300 mg/l when it was immobilized on the same support and
Jked batchwise at 28°C, without any pH control or air addition (Torres et al., 1998).

er this, different chlorophenol mixtures (in concentrations between 200 and 600 mg/l as total
rophenols) were treated successfully in the system, but the results are reported elsewhere (Torres ef al.,
8). '
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ABSTRACT

‘Chlorophenols are xenobiotics, normally found in the effluent of many industries, as the oil extraction and transformation
industry. Due to the high toxicity of these compounds, it is difficult to treat streams containing high concentrations of
chloropheno}s The aim of this work is to demonsirate the capabilities of an aerobic submerged filter in the removal of toxicity of
di-, tri- tetra- and pentachlorophenols mixmres, A 54 ml glass column packed with rezontle and inoculated with Pseudomonas
STuorescens was employed in this work. Mixtures of 2,4-dichlorophenol; 2,4,6-trichlorophenol ; 2,3,4,6-tetrachlorophenol and
‘pentachlorophenol at equal proportions were prepared in a saline medium. Toxicity was measured in the beginning and the end
of the experimental runs using a Microtox equipment. It was shown that the system is capable of freating up to 600 mg/] of total
:chlorophenols. The system reduced the influent toxicity up to 76%%, even when the initial toxicities of the mixture were in range
‘of 40-358 toxic units (classified as very toxic). This results are higher than the reported for toxicity reduction in microbial
.systems using single aromatic hydrocarbons. Obtained results suggest that the aerobic biofilter characterised in this study poses
ipowerful capabilities for toxicity reduction in industrial effluents contaminated with high concentrations of chlorophenols.

KEYWORDS
?.Aerobic biofilter, biodegradation, chlorophenols, Pseudomonas fluorescens, toxicity reduction
INTRODUCTION

Chlorophenols are used extensively as antifungal agents and are often applied as a preservative to freshly
sawn lumber. These xenobiotics have been used as herbicides and in the processing of food as
microorganism growth controller. Due to their wide use, chlorophenols are presents in the effluents from
many industries as pulp and paper, synthetic plastics, pesticides, oil and petrochemistry (Torres, 1994).
Mexwo has an important oil and petrochemistry industry. It has been calculated that approximately, 10,000
barrels of crude oil refinement yield almost 100 kg of phenols (Nemerow, 1987). Considering the actual
quantity of crude oil treated daily in the country, potential phenol and chlorophenols production is
alarming.

'?’henol and chlorophenols are included in the priority pollutant list from Mexican legislation with a
maximum permissible limit quite low due to their high toxicity values in water. Toxicity values for some
*nono di, tri and tetrachlorophenols, evaluated as the concentration producing a culture inhibition of 50%
espect to a non inhibited control (IC50), are from 0.05 (for tetracholophenol) to 18 mg/l (for 2-
shiorophenol). IC50 values for another organic compounds are quite higher, dichloromethane IC50 value is
700 mg/l; methanol 1C50 is 14,000; IC50 for chlorohexane is 200; N,N-dimetylacetamide 4,800 and 2,600
«for ethyl ether (Blum and Speece, 1991; Torres, 1994). _

Due to the high toxicity of these products, only a few biological treatments are suitable for the treatment of
,treams containing high concentrations of these compounds. One of the systems reported because of its
ngh efficiencies and removal capacities is the submerged aerobic filter, inoculated with one or more
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specific microorganisms (Bettman and Rehm, 1985; Zache and Rehm, 1989; Seignez er al.. 1993;
Khilebnikov and Péringer, 1996; Fava et dl., 1996; Torres et al.., 1997). .

- The aim of this work is to demonstrate the capabilities of an aerobic submerged filter in the removal of
toxicity of di-, tri-, tetra- and pentachlorophenols mixtures.

METHOD

A 54 mi glass column, similar to the one used in previous work (Torres ef al., 1997a,b) was employed in
this work. The column was packed with fezontle, a red basaltic scoria (mesh 12, 13 and 14 at equal
proportions) and inoculated with a 24 hours YPG culture of Pseudomonas fluorescens grown as detailed in
Torres et al., 1997b. Mixtures of 2,4-dichlorphenol, 2,4,6-trichlorophenol, 2,3,4,6-tetrachlorophenol and
pentachlorophenol at equal proportions and total phenol concentrations of 200, 400 and 600 mg/l, were
prepared in the media reported by Dapaah and Hill (1994). Temperature was kept at 28°C. The specific
phenols were analysed at the beginning and the end of every biodegradation run (when total chlorophenols
removal reached approximately 95%) by means of a gas chromatography/mass spectrometry system as
described in Torres ef al., (1997b). Tox:cxty (as EC50 in mg/l or toxic units, TU) was measured using a

Microtox equipment.
RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 summarises data from the removal of chiorophenol mixtures. As showi, at ihe end of the 200 mg/l
experience, 26.23 mg/l of TPh (87% removal). In the 400 mg/l experiment, only 10.8 mg/l (97.3%
removal) of TPh were left and, for the last experiment, only 17.8 of initial 600 mg/I were quannf ed at the
end of the test (97% removal). ‘

Table 1. Biodegradation of the chiorophenol mixtures

Initial Final Conc. (mg/L) Removal % Process time (hours)
Conc.
(mg/L)

200 26.23 86.88 123

400 10.8 97.26 64

600 17.84 97.02 . 89

The results of the tests developed with the Microtox system in order to estimate the initial toxicity of the
200, 400 and 600 mg/] total phenols mixtures, as well as the final value, are shown at table 2. The initial
toxicity values, as ECsp (in mg/1), were 3.25, 2.45 and 1.9 for the different mixture concentration values, as
high as 30.8, 40.8 and 52.4 toxicity units. A toxicity unit is defined in equation 1 (in mg/l) for an easier
understanding of the changes in toxicity during the process.

Toxicity Units= 100 (1)
ECsp

The higher the value of TU, the higher the toxicity value of the sample. As comparison, the reference value
for a 100 mg/l phenol solution, is shown (with an ECsp and TU value of 3.85 mg/I and 25.98 respectively).
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Some other papers dealing with the toxicity reduction of several organic and inorganic compounds has
been reported in the past. For example, Bruns-Nagel er al., (1997) found toxicity reduction up to 98% for
the biodegradation of 2,4,6-trinitrotoluene using both aerobic and anaerobic systems.

Anderson and Appana (1993) bhave reported the use of Pseudomonas fluorescens for Indium
detoxification. Reported results shown that P. fluorescens have been able to reduce toxicity by Indium
complexation with phosphorus. Pothuluri et al. (1995, 1996) reported the detoxification of chrysene and
other polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) by Cunninghamella elegans. These authors had found that
the formation of phenols, quinones, sulphate conjugates of phenols and hydroxylated products formed by
C. elegans are generally less toxic than parent compounds (Sutherland, 1992).

Toxicity reduction for other several PAH has been reported using C. elegans. Authors reported removal of
toxicity up to 58% for fluoranthene, 36% for 7,12-dimethylbenze(a)anthracene and 91% for 1-nitropyrene
(Cemiglia ef al., 1985; McMillan ef al.., 1988; Pothuluri ef al.., 1992). In general; all these works have
been carried out using only single compounds, which are less toxic that those used in this work.
Chlorophenol mixtures used here showed toxicities higher than the sum of the individual compounds.

Another relevant benefit of the system characterised herein, is the work time. Bruns-Nagel ef al., (1997)
reach exceptional 98 % toxicity removal values after 18-20 weeks. In the same way, McMillan ef al.,
(1988) found toxicity reduction up to 36% over a period of 5 days and Potohuluri ef al., (1992), got a 58%
of toxicity removal after 120 hours. In this work, we reach satisfactory toxicity reduction in the first 15-20
hours despite concentration used in this work were up to aimost four times the work concentrations used by
the authors mentioned above.

- CONCLUSIONS

This aerob:c submerged filter posses potential applications for the toxicity reduction of highly toxic phenol
mixtures up to 600 mg/l of total phencls with satisfactory removal values. The system reduced the influent
toxicity in 48-76%, even though the initial toxicities of the mixtiures were in the range of 40-358 toxic
units, classified as very toxic. A quadratic relationship between total phenol and TU removal was found,
but if time is taken account, the most significant relationship is that existing between TU removal and time.

The system proved to be a useful tool in the treatment of industrial streams or contaminated municipal
wastewaters containing high toxicity due to high quantities of di-, tri-, tetra- and pentachlorophenols.
Nevertheless, if this system is to be employed in the detoxification of phenol and chlorophenol mixtures in
industrial effluents, further research is necessary to examine the mechanisms by which this strain

metabolises chlorophenols.
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