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El proceso de fabricación del papel, la industria de la piel, la preservación de maderas, así como la
fabricación de algunos insecticidas o herbicidas otganoclorados generan aguas residuales con altos
contenidos de fenol y clorofenoles. Varios sistemas biológicos han sido empleados para el tratamiento de
dichas aguas residuales con resultados variables, pero con Ihcitaciones muy importantes en cuanto a las
concentraciones máximas a tratar y la generación de lodos que contienen altas concentraciones de tales
compuestos. Los sistemas fisicoquímicos presentan altas eficiencias de remoción de fenoles, pero son
energéticamente costosos y también pueden generar lodos residuales. En este trabajo se planteó la
transformación/mineralizacion del fenol y clorofenoles por medio de una columna empacada con un
soporte muy económico, donde se inmoviliza la bacteria Psedudomonasfiuorescens, capaz de llevara cabo
las transformaciones bioquímicas antes mencionadas.

Se demostró que la bacteria Pseudomonasfluorescens es capaz de degradar clorofenoles y mezclas
de ellos aún en altas concentraciones (hasta 1,000 rng/1 para algunos clorofenoles por separado y hasta 600
mg/I para una mezcla de cuatro clorofenoles). Las eficiencias de degradación 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, las eficiencias de remoción como
clorofenoles variaron entre 42,7 y 86.6%, para distintos TRH y concentraciones totales de las mezclas.

Las velocidades de biodegradación del 2CF, 2,4DCF, 2,4,óTCF y PCF, cuando se emplearon células
libres son del orden de 4.6, 7.1, 3-9 y 33 mg/i.día respectivamente, para concentraciones iniciales de 100.
100, 100 y 50 mg/1. Cuando estos mismos compuestos fueron tratados con células inmovilizadas en tezontle
y empacadas en una columna operando en lote, las velocidades máximas fueron de 1,779,1,669,1,765 y 204
mg/í.día para concentraciones de 400,500, 400 y 200 mg/I, respectivamente. Si se comparan las velocidades
a concentraciones iniciales iguales, se observa que las velocidades se multiplican por factores de 16,10, 21 y
5, aproximadamente. Cuando los cuatro clorofenoles fueron mezclados y alimentados a la columna en
operación por lote, dependiendo de la concentración de la mezcla de clorofenoles. los valores de la
velocidad de biodegradación se vieron reducidos sensiblemente.

Cuando se empleó'una columna de 5 litros de capacidad, en operación continua y a temperatura
ambiente para tratar a los clorofenoles por separado, se encontró que los valores de la velocidad de
biodegradación se vieron incrementados con respecto a aquéllos obtenidos para las células libres, pero no
mayores que los encontrados al tratar a los compuestos específicos en un sistema inmovilizado trabajando
por lotes. £1 análisis multifactorial de algunos de estos resultados demostró que cuando se tratan
clorofenoles por separado en la columna, ni el tipo de compuesto, ni el TRH por sí solos resultan
significativos para el valor de la degradación alcanzado, sin embargo, una combinación de ambos factores sí
está fuertemente ligado a la degradación alcanzada: Cuando se trata una mezcla de composición constante y
con concentración variable a diferentes TRH, los resultados demuestran que la concentración de la mezcla
es determinante sobre la biodegradación alcanzada en el sistema en continuo, mientras que el TRH no lo es.
La combinación concentración-TRH también afecta el desempeño del reactor de lecho fijo.

A partir de las conclusiones de este trabajo se demuestra que es posible tratar corientes que
contienen uno o más clorofenoles (hasta cuatro, por lo menos) haciendo uso de una columna empacada,
con tezontle, en donde se ha inmovilizado la bacteria Pseudomonas fluorsscens. Las concentraciones
máximas a tratar por el sistema en el caso de las mezclas es de 600 mg/1. El pHide las corrientes debe estar
alrededor de la neutralidad, y la temperatura ambiente puede oscilar entre 9 y 28"C El TRH que se requerirá
es de alrededor de 15 horas. La adición de nitrógeno al efluente a tratar, mejora el desempeño de la
columna empacada; La cantidad de células bacterianas debe estar en el intervalo de 1E04 a 1E08 UFC/g,,̂ ,,.̂ .
Con este sistema se esperan eficiencias de degradación de entre 43 y 86%.



Paper fabrication process, leather indusüy, woods preservaron, as weli as some organo-chlorinated
insectícides or herbicjdes manufacturing genérate wastewaters with high phenol and chlorophenols contení,
Severa! bioíogical systems nave been empíoyed for those waste water's treatment, with variable resulte, but
with important íimitations regarding the máximum concentrations to treat and the sludge with hígh
compound concentrations generation. Physicakhernicaí processes show high phenol removal efficiencies,
but they are energeticalíy expensive and they can genérate residual sludges. In this work it was .proposed the
transformatíon/mineralization of phenol and chíorophenols using a column packed with a iow-cost material,
where the bacteria Pseudomonas flourescens, capable of those biochemícal transformations, was previously
immobilized .

Pseudomonas fluorescens was capable of degrading chlorophenols and chlorophenols mixtures,
even ac high concentrations. (up to 1,000 mg/I for fome single chlorophenols and up to 600 mg/I for a 4-
chíorophenols mixture). Single chlorophenols degradation efficiencies were at least of 95% in average. For
mixtures, degradation efficiencies were lower and quite vaitiabíe. For the 2,4DCPh, 2,4,6TCPh, 2,3,4,6TeCPh
and PCPb mixtures removaí efficiencies as chlorophenols were in the range of 42.7 and 86,6%, for different
HKT and mixture total concentrations,

;:: 2CPh, 2,4DCPh, 2,4,6TCPh and PCPh biodegradation rates for free cefls were in the range of 4.6,
7.1, 3-9 and 3-3 mg/lday respectively,, for initial concentrations of de 100,100,-100 and 50 mg/I. When the
same compounds were treated with the immobilized cells ín tezontle and packed into a column which
operating batchwise, the máximum degradation rates were as much as 1,779,1,669,1,765 and 204 mg/l.day
for the initiaí compound concentrations of 400,500,400 and 200 mg/1, respectiveiy. If degradation rates are
compared at same initial roncenirions; it fe observable that degradation rates are muitiplied by 16, 10, 21
and 5 fofd, approximateíy. When the four chlorophenols weer mixed and fed to a batch operation column
working at envíronmental temperature, biodegradation rates valúes were reduced defmetiy, as a function of
the chíorophenols mixture mtitiaí concentration.

When a 5 litres column was empioyed for the treatment of single chíorophenols streams, batchwise
and at environmental temperature, it was found that the biodegradation rate valúes were incremented in
respect to those valúes found for free ceiis. These valúes depend on the tojdc compound, the initial
concentration, and the HRT. A multifactorial anaíysis of these resuíts indicated that when single
chlorophenols streams are treated in the coíumn, ñor neither the compound type, ñor the HRT were
statisticalíy sígniñcant for the biodegradation valué. Nevertheless, a combination of both compound type
and HRT valué ís tightly related to the reached degradation valúes.

When a given chíorophenols mixture at different total concnetrations is treated in the column at
.different HRT valúes, the results showed that the total initiai concentration determines the degradation
level, whiie HRT does not. The initiai conentration-HRT combination also affected the fixed bead column
deveíopment

From this work conclusion's it was shown the possibilíty of treating single chlorophenols or
chíorophenols mixtures (up to four compounds) using a tezontle packed column where Pseudomonas
fluorescens was previously immobiiised. Máximum total chiorophenol mixture concentration is 600 mg/1, pH
valúes for the stream must be around neutrality, and environmental temperature must be between 9 and
28llC. The optimum HRT valué is around 15 hours. Nitrogen addition wili enhance sensibly the packed
coíumn development. The amount of bacterial ceils must be between 1E04 and 1E08 CFU/gm¡30]W. Using this
system, efficiencies between 43 and 86% are expected.
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HIPÓTESIS

Considerando que:

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

acuosas que contienen compuestos tóxicos.

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

clorofenoles.

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

volúmenes menores de reactor en comparación con los sistemas de biomasa suspendida.

- Los sistemas de biomasa fija se consideran idóneos para el tratamiento de corrientes tóxicas, por el

desarrollo de condiciones que protegen a los microrganismos de compuestos altamente tóxicos.

Se propone la siguiente hipótesis de trabajo:

La bacteria Pseudomonas fluorescens inmovilizada en el soporte adecuado es capaz de tratar corrientes

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

cientos de miligramos por litro).



Por lo que se establece et siguiente :

OBJETIVO

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

ellos, por medio de la bzcteñz Pseudomonas fluorescens, inmovilizada en un soporte adecuado.

Metas específicas

a. Estudiar los aspectos bioquímicos y microbiológicos de Pseudomonas flourescens, relacionados con

la transformación/degradación de cíorofenoles (2-clorofenolt 2,4-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol, 2,3,4,6-

tetracíorofenol, ypentacíorofenol específicamente).

b. Evaluar las condiciones para la producción masiva de células de P, fluorescens, así corno para !a

inoculación del reactor en donde se pondrán en contacto las soluciones de cíorofenoles y el catalizador

previamente elaborado (columnas empacadas con distintos volúmenes de trabajo).

c. Deterninar el soporte más adecuado para la inmovilización de Pseudomonas fluorescens,

comparando las propiedades de algunos soportes (arena, carbón activado, alginato de calcio y

tezontle) y métodos de inmovilización (por atrapamiento y adsorción).

d. Evaluar la transformación/degradación de los cíorofenoles en una columna empacada operando en

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

soluciones y el efecto de algunos parámetros tales como la temperatura, el pH, y la relación C/N.

e. Evaluar la transformación/degradación de mezclas de los cíorofenoles en una columna empacada

operando en lote, a temperatura controlada. Evaluar la toxicidad de las mezclas de cíorofenoles antes y



después dd tratamiento. Así mismo, medir k mineralización de las mezclas de clorofenoles, como la

disminución del COT.

f. Evaluar la transformación/degradación de los clorofenoíes en una columna empacada operando en

continuo, a temperatura ambiente. Determinar el efecto del tiempo de residencia hidráulica y la

concentración de los compuestos sobre la transformación/degradación de los compuestos.

g. Determinar el efecto del tiempo de residencia hidráulica y la concentración total de la mezcla sobre la

transformación/degradación de los compuestos, y medir la mineralizacíón de los clorofenoles en el

sistema en continuo a temperatura ambiente.
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. INTRODUCCIÓN

México produce aproximadamente tres millones de barriles de petróleo 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 habría alrededor de 30 toneladas diarias de fenoles en nuestro país procedentes de

esta actividad industrial, distribuidas en productos, subproductos yemisiones al ambiente.

La Industria Química también es otro giro importante que genera fenoles. Además de la

petroquímica básica, la fabricación de sustancias químicas básicas, fibras sintéticas, plástico y sus

derivados así como la industria farmacéutica y la rama del hule, también generan fenoles. Tan sólo la

petroquímica básica produjo casi 25,000 toneladas de fenoles como producto intermedio en 1994

(INEGI, 1995).

El proceso de fabricación de papelf y en particular las etapas de cocción y blanqueo de pulpa,

genera aguas residuales con altos contenidos de fenol y clorofenoles. La industria de la piel, la

preservación de maderas y la fabricación de algunos insecticidas o herbicidas organoclorados (te. el

ácido 2,4 diclorofenoxiacético), también conducen a la liberación de este tipo de tóxicos en aguas

residuales.

La Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos (Environmental Protection Agency,

USEPA) desarrolló una lista de compuestos tóxicos prioritarios para agua que comprende un centenar

de compuestos divididos en 11 familias químicas (policíclicos, 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-dicíorofenol

(2,4DCF), el2,4(ó-triclorofenol (2,4,6TCF), el pentaclorofenol (POP), el 2-nitrofenol (2NF), el 4-nitrofenol

(4NF), e!2,4-dinitfofenol (2)4DNF), el p-cloro-m-cresol (pCMC), el 4,6 dinitro-o-cresol (4,6DNoC) y el

2,4-dimetilfenol (2,2DMF). Otras organizaciones ambientales y de salud como la Organización Mundial

de la Salud (OMS) y la Comisión Internacional para la Protección de Río Ehin (CIPK), han desarrollado

también sus propias listas de compuestos tóxicos prioritarios y consideran como sustancias tóxicas al

fenol y al PCF (OMS), mientras que la CIPR considera al 2CF, el 3-clorofenol (3CF), el 4-clorofenol (4CF),
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el 2,4DCF, el 2,4,5TCF, eí PCF, y el pCMC . La razón de ello es que los clorofenoles son compuestos

altamente tóxicos. En la tabla 1.1 se observan los resultados obtenidos en diferentes pruebas de

toxicidad para algunos derivados de sustancias fenólicas. Entre las pruebas que se utilizaron están eí

uso de peces, como el Fathead minnow, el uso de pruebas que emplean bacterias específicas, como

Vibrio fischeri (Microtox) y Nitrosomonas y el uso de mezclas complejas de microrganismos, como las

pruebas con metanógenos, aerobios heterótrofos y sistemas de lodos activados.

Tabla 1.1. Valores de toxicidad para el fenol y algunos derivados feuólicos,
como dosis letal media (EC50), eü mg/1.

Compuesto/
Prueba

F

2CF

2.4DCF

2.4,tfTCF

PCF

4CF

2NF

4NF

2.4DNF

2.4DMF

FM

34
11

6.7

0.8

<UQ9)a

NR

100

27

NR

NR

MT

18

18

2

1.9
fO.735)a

0.95
•>1

6.4

m .
m

NI

21

2.7

0.79

7.9
0.06

0.73

11

2.6

m
0.78

ME

2,100

160

63
16

0.04

270

12

4
0.01

890

AH

1,100

360

NR

NR

NR

98

11

160

NR

440

IÁ*

520

NR

NR

NR

2.6

NR

72

NR

110

190
. FAj, Fathead minnow; MT, Microtox; NI, nitrosomonas; ME, metanógenos; AH, aerobios heterótrofos; LA, lodos activados, NR, no

reportado;a calculado por medio de la correlación establecida.

Referencia: Blum y Speece,1991, excepto *; de Volskay y Grady (1988)

o '•• De la revisión de esta tabla se concluye que los compuestos clorofenólicos presentan altos

valores de toxicidad (ie., bajos valores de EC50, en el orden de 0.735 a 21 mg/1), con excepción de los

sistemas anaerobios, poco comunes en los sistemas acuáticos. También es importante resaltar que los

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

evalúa por otros métodos.

En la tabla 1.2, se muestra un resumen de los límites máximos permisibles en cuanto a fenol y

clorofenoles, para sus diferentes usos. En todos los casos el nive! de concentración de la sustancia

tóxica permitido es sumamente bajo (O.0O0O3-O.3 mg/1).

Por otra parte, esta tabla resalta que los límites para los diferentes compuestos fenólicos para

abastecimiento potable, sean como sigue: eí fenol se permite en una concentración 10 veces mayor que
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el 2-cíorofenol y el -2,4-diclorofenol. -Estos a su vez, en tres veces el límite permitido para el 2,4,6-

triclorofenol. Finalmente, el triclorofenol presenta un límite de concentración 30,000 veces mayor que la

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

Tabla 1.2. Calidad requerida para usos de agua en México,. los valores están en mg/1

Compuesto

Fenol

2CF

2,4 DCF

'2,4,tfTCF
PCF

Fuente de

abastecimiento de

agua potable

0.3

0.03

0.03

0.01

0.00003

Recreativo

contacto

primario

0.001

•NR

NR

NR

NR

Protección de la vida

acuática dulce

0.1

0.04

0.02

0.01

0.00004

Protección de la vida acuática

marina

0.06

0.1

NR

NR

0.00004

Fuente : Criterios ecológicos de calidad del agua prublicados en el Diario Oficia] de la Federación del 13 de diciembre de 1989-

NR, no reportado.

En la tabla 1.3, se muestran algunos efluentes industriales que contienen fenol y clorofenoles,

reportados en la literatura y específicamente en la base de datos del Kisk Reduction Engineering

Laboratory (RREL) de la USEPA. A pesar de que se cuenta con poca información, de la tabla anterior se

puede destacar que los giros industríales relacionados con la generación de este tipo de compuestos

son la refinería, tintorerías, conversión del carbón, pinturas, industria químico-Jarrnacéutica, e industria

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

6,000 mg/1, aunque las concentraciones típicas se encuentran en el intervalo de 0.1 a 312 mg/1. Valores

que demuestran la posibilidad de hallar elevadas concentraciones en las descargas.

En la tabla 1.3. se muestra el criterio de uso de agua permitido para cada tipo de clorofenol, así

como la eficiencia necesaria para alcanzar ese límite en cada caso. Las eficiencias requeridas oscilan

entre 95 y 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% para el 2,4,6-triclorofenol y 50-99-9% para el pentaclorofenol.

La biodegradación de xenobióticos tóxicos y recalcitrantes es una alternativa realista para el

control de la contaminación. Ocurre debido a la capacidad de los microrganismos para metabolizar la

materia orgánica mediante sistemas enzimáticos y producir dióxido de carbono, agua y energía (si se

realiza en ambiente aerobio). Existe un gran número de moléculas que son susceptibles de ser
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biodegradadas por consorcios microbianos o cepas puras en ambientes aerobios, anaerobios o

anóxicos (Torres et al., 1997c). La bacteria que se emplea en este estudio fue aislada de sedimentos

marinos y caracterizada preliminarmente como capaz de degradar fenoles.y ácido 2,4-dicloro

fenoxiacético (2,4D). Una de las primeras tareas de este estudio fue el corroborar la capacidad

metabólica de la bacteria.

El estudio de la degradación de fenol y clorofenoles por medio de un sistema de biomasa fija,

empleando la bacteria Pseudomonas fluorescens, es importante per se, ya que dichos compuestos

tienen una presencia importante en las aguas residuales de varias industrias de importancia para el país

muy especialmente la industria petroquímica, 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 tóxicos, La determinación de la

íactibilidad y las condiciones generales del proceso facilitará la comprensión del fenómeno aplicado a

cualesquiera otros compuestos tóxicos de interés.

Una forma ventajosa para hacer uso de esta capacidad, es la inmovilización de las bacterias. Los

biocatalizadores pueden definirse como células, enzimas u organelos microbianos localizados en una

región definida, que retienen sus actividades catalíticas y pueden usarse en forma repetida. Las

principales formas de inmovilización son: la adsorción en un soporte inerte y el atrapamiento en una

matriz polimérica. Los catalizadores han sido ampliamente usados en las industrias farmacéutica,

química yde los alimentos. Algunas de estas herramientas han sido poco utilizadas en el tratamiento de

aguas residuales industriales, aunque existen algunos antecedentes en la literatura (Beltran et d.,W7),

El presente trabajo analiza la aplicación de diferentes tipos de soportes para fijar la bacteria

seleccionada y llevar a cabo la degradación/transformación de fenol y clorofenoles.

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

la primera clasificación de la vía metabólica es la que comprende la vía aerobia y la vía anaerobia. En la

figura 1.1, se muestran los diagramas de dichas vías aerobia (A) y anaerobia (B) (Field et al, 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 vía. Los trabajos de Fieíd et al,

1995 han sugerido que quizas la mejor opción sería la combinación de dos etapas (anaerobia y aerobia),

para maximizar la degradación de tales compuestos. Este trabajo se limita al estudio de la fase aerobia,
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con el objeto de conocerla a fondo y llegar hasta las condiciones de operación idóneas para el proceso

para la degradación de los clorofenoles y sus mezclas.

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

Sustancia
Tóxica

Fenol

Fenol

Fenol

Fenol

2CF

2CF

2CP

2,4DCF

2,4DCF

2,4DCF

2.4DCF

2.4DCF -

2,4-tfTCF

- 2,4,<?rCF

2,4,CTCF

2,4,^TCF

2,4#PCF

PCF

PCF

PCF

PCF

Fuente

Tintorerías

Conversión de

carbón

Ind. Quim. Farm.

PBMEX

Ind. Quim

Superfund

Ind química

Ind. papel

Aguas subterráneas

Ind. Química

ind. Quim.

Ind.Elect.

Ind. Pulpa

Ind. Quim.

Agua subterr.

Ind. Quim

Ind. Quim.

Ind. pulpa

Ind. Quim.

Ind. Quím.

ind. madera

Concen-
tración, mg l

129

6,000

•17 *

6.000

0.178

0.54

4.2

0.1

0.145

312

12.9

23.75

0.027

0.05

0.88

0.77

135
17.81

2.88

4
3.4

Criterio de uso
de agua para

suministro
mg/I

0.3

0.3- ,

• 0.3

0.3

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.03

0.03

0.03

0.03

Eficiencia
requerida, %

. 98.33

99.99

98.23

99.99
83.14

94M
99-28

70

79.31

9919

99.76

99-87

62.96

80

98.86

98.70

99-99

99.83

98,25

98.95

99.11

Referencia

TyagiyVembu,1990

Singere/tü/,,1977
SingervYen,1980

RREL.1994

Comunic. personal,1996

RREU994

RREU994

RREU994

RREU994

BBElMi
RKEU994

RREU994

RREU994

Haggblom ySalkinojia,1991
RREU994

RREU994

RREL.1994

RREU994

IbarravRodrígue2,1993

RREi,1994

RREL.1994

RREL.1994
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Figura 1.1. Degradación aerobia (A) y anaerobia (B) del fenol* Field et al., 1995.

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

capítulos: • . • . ' ' • :.•-. :.•: '. .

En el capítulo 2, se presentan algunas características del fenol y los clorofenoles, los soportes

más comunes para la inmovilización de células, las vías de degradación de los clorofenoles y otros

conceptos importantes para entender el desarrollo del trabajo. También se presenta un estado del arte

en la biodegradación de compuestos tóxicos por medio de sistemas de biomasa fija, con el objeto de

definir las oportunidades de aportación de este trabajo. En el tercer capítulo se discute la forma en que
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se pretende confrontar la hipótesis general del trabajo. Se mencionan las diferentes etapas

experimentales del proyecto y se describen uno a uno los materiales y metodologías utilizadas.

Los principales resultados del trabajo se presentan de forma cronológica, tabulados y

graneados en el capítulo 4 de manera que se destaque la aportación de este proyecto. También se

discuten las concordancias y discordancias existentes entre lo encontrado aquí y lo descrito en los

trabajos publicados en la presente década en libros y revistas de circulación internacional

En el capítulo 5 se resumen las aportaciones del trabajo. También se mencionan algunas

recomendaciones en cuanto a las líneas de investigación futura.

10
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2. ANTECEDENTES

2.1 Características generales del fenol y los clorofenoles

El fenol ylos clorofenoles son usados como materia prima para la elaboración de otros productos. Por

ejemplo, de explosivos, fertilizantes, pinturas, resinas, textiles, drogas, perfumes, baquelita y jabones.

Además, 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 peligrosos y algunos

tienen características de sustancias peligrosas y/o carcinogénicas. En la tabla 2.1 se muestran las

principales características del fenol y los clorofenoles abordados en este estudio. En la sexta columna

de dicha tabla se presentan los valores máximos recomendados para la protección de la vida acuática

dulce, salada, así como para la protección de la salud humana (García, 1992). En algunos casos se hace

la distinción entre los valores de toxicidad crónica y toxicidad aguda.

2.2 Mecanismos de degradación

En el anexo A se presentan los mecanismos propuestos para la degradación del mono-, di- y

triclorofenol por un lado y para el pentaclorofenol, por el otro. Cabe destacar que muchos otros

compuestos tóxicos cuando se degradan, son transformados en clorofenoles, por lo que el estudio de

la degradación de estos compuestos contribuye al estudio de su remoción (figura 2.1). Los

clorofenoles derivan en cloroanisoíes o clorocatecoles que -aunque en menor grado- siguen siendo

tóxicos. De ahí 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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a -/0V-0CH2COOH

2,4,5-T

OCHaCOOH

Clorofenoxíacetato

figura 2.1. Vías de degradación que pimíen evol«ciotiat a clofofeaoles.
Keferencia; Roclikiad-Dabifisky et al, 1987.
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Tabla 2.1 Características toxicológicas del fenol y algunos dorofenoles.

Com-
puesto
tóxico

F

. 2CF

2,4
DCF

2,4,6

TCF

FCF

Peso
Moíecalar

94.11

12.8.56

163.0

197.45

266.35

Otros nombres

i

Hidroxiben-
ceno

Ac. Fénico
Ac. Penílico

o-DCP

2,4DCP

23.4TCD

Dowcid25

Dowcid

EC-7

Dowcid-G

Monsalvo Penta-

Penclofol

Clasificación

Desecho peligroso,
Sustancia peligrosa

Desecho peligroso

Desecho peligroso

Carcinógeno

potencial, Sustancia

peligrosa, Desecho

peligroso

Sustancia peligrosa,

Desecho peligroso

Designación
DOT

Veneno B

Debe contener
el símbolo (X)

ORM-A

OKM-E

Límite máximo
recomendado

10,20 mg/ltaa

2.56mg/Itca

5-80m&/ltab

3.50 me/ic

4.38mg/ltaa

0.1xl0'3mg/lc

2.02mltaa

3.65mg/itca

3.090 mg/f

0.97mg/ltca

1.2xlO'2 mg/f

5.5xl0"2 m%A taa

3.2xlO'2mg/itca

5.3xl0'2 m«/I tab

3.&10' 2mg/l tc b

1.01 ms4 c

Número de código
CAS

CAS408-95-2

CAS-95-97-8

CAS-120-83-2

CAS-88-06-2

CAS-608-93-5

aprotección de la vida acuática dulce, tc-íoxicidad crónica, ta-toxícidad aguda, Ac-ácido.

protección de la vida acuática salada

protección de la salud humana

Adaptado de: Garda (1992)

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 mieras. Muchas especies pueden acumular poli-(-hidroxibutirato como

reserva de fuente de carbón. 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

Además, las Pseudomonas son aerobias con metabolismo respiratorio estrictamente aerobio

con el oxígeno como aceptor final de electrones, En algunos casos el nitrato también puede ser

utilizado como aceptor alterno, permitiendo el crecimiento en condiciones anóxicas. La mayor parte de
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las especies no crecen en condiciones de acidez, no requieren factores orgánicos de crecimiento, son

oxidasa positivas o negativas, catalasa positivas y quimiorganotróficas. Algunas especies son

quimiolitótrofas, capaces de usar hidrógeno o monóxido de. carbono como fuente de energía. Algunas

especies son patógenas de humanos, animales o plantas.

Las especies más conocidas del género son: P. aeruginosa, P. alcalígenes, P. cañophylli, P,

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

importantes (del I al V), que difieren entre sí por características como la producción de pigmentos,

fitopatogenicidad, rutas de degradación del protecahuate, la formación de íevana, la utilización de

azúcares específicos y la 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, así como por sus interesantes capacidades metabólicas. Algunos de los sustratos que se han

reportado que degrada exitosamente son: plaguicidas, herbicidas del tipo organofosforados, ácido 2,4

dicloro fenoxiacético, ácido piperonílico, fenol, 4-clorofenoi, 3,4-dicíorofenol, 2,4,6-triclorofenol, 2,3,5,6-

tetraclorofenol, pentaclorofenol, 1,4-diclorobenceno, ^ 3-didorobenzoato, 3-metübenzoato,

polietiíenglicoles, tolueno, p-xileno, benceno, clorobenceno, etanol, butanol, octanol, 2,4-

dinitrotolueno, y cloroalilcohol (Torres et al, 1997a).

2,4 Soportes disponibles para la inmovilización de células degradadoras

de compuestos

Los métodos de inmovilización más usados para enzimas ycélulas completas son:

-Por atrapamiento

-Por enlace

Entre los primeros encontramos al atrapamiento en una matriz y la microencapsulación. Entre

los segundos, a la inmovilización por adsorción, por unión 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 degradación de compuestos específicos.
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(a) Células adheridas a una superficie

solución nutritiva

soporte de la biopefícuta

membrana
semipermeable

solución nutritiva

mícrocápsula

(c) Células contenidas tras una barrera

(b) Células atrapadas en una matriz porosa

solución nutritiva

solución nutritiva

(d) Células agregadas

Figura 2.2. Tipos de inmovilización de células completas.

Fuente: Karel et al, 1985.

Recientemente, el atrapamiento de células en polímeros naturales ha despertado el interés en

su aplicación. El usg de las soluciones de polímeros lleva a la problemática de entender el

comportamiento de flujo de dichas soluciones, es decir, sus características reológicas.
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Tabla 2.2. Matrices utilizadas para la inmovilización de bacterias puras o mezclas.

Matriz Referencia

Soportes rígidos naturales:
i

Agregados de arcilla granulada

Arcilla granular

Madera

Vidrio

Arena

Cerámica ,

• • Sí l ica

Celita

Carbón activado

WestmeieryRebm(1987)

BelfanzyRehmíl99D

Armentnte e/a/.. (1992)

, Morsen y Rehm (1990)

Belfcnz y Rehm (1991), Silva y Campos (1996)

Hendrickseneía/. (199íhFavaef «¿ (\9%),Sekaezetal. (19%)

. Puhakkaeífl/.. (1991),Aimenaate etal. (1992) •

. Aüselmo.<tfa/..,(1989),Puhakkae*«¿, (W2)Jbidem(199í) •

Ehardt y Rehm (1985), Morsen y Rehm (1987), Bhardt y Rehm (1989), Morsen y

Rehm (1990)

Polímeros naturales:

Algiaato de calcio

Quitosán-alsuiato

Westmeier y Rehm (1985), Kewelo et al.. (1989), Zache y Rehm (1989), Lee et al..

a994),d&eetaL(l997)

2acheyKehma989)

Polímeros sintéticos:

Espuma de poliuretano

Poliacriíamída-hidracida

Soportes estructurados de plástico

Mezcladores estáticos de plástico

Anselmo y Noval1! (1992)

BettmanyRehm(1985)

Seieneze/«¿,a993)

Khlevnikov y Perin&er (1996)

2.5 Reología de las soluciones de polímeros naturales

Las soluciones de polímeros naturales, tales como el alginato de sodio, la carragenina, la dextrana, la

levana, la goma xantana, el algarrobo, la gelatina, etc. presentan un comportamiento reológico

complejo, esto es, un comportamiento no-Newtoniano (la viscosidad es una función de la

temperatura, la velocidad de deformación y/o el tiempo). La relación viscosidad-velocidad de

deformación para muchos de estos fluidos puede ser descrita por modelos sencillos como la ecuación
te

de Ostwald de Weale (o ley de la potencia), la ecuación de Carreau, y la ecuación de Casson, entre

otras. La ecuación más sencilla de éstas, es la que establece la ley de potencia

(1)
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Por definición •

entonces ^

, , ir -,n." I ft\

/¿— K Y (3)

donde

x : esfuerzo cortante fn Pa

K: índice de consistencia en Ns n m' 2

y : velocidad de deformación en s"1

n : índice de flujo, adimensional

2.6 Biodegradación de compuestos tóxicos por medio-de sistemas de

biomasafija

Varios trabajos han sido reportados en los últimos años relativos al uso de microrganismos específicos

inmovilizados en soportes diversos (en sistemas denominados filtros aerobios sumergidos). Entre los

más interesantes se encuentran los que a continuación se detallan y que se resumen en la tabla 2.3 y

2.4y2.5: . ' : . - ; . • • "

Bettman y Rehm (1985) emplearon la bacteria Pseudomonas putida inmovilizada en el polímero

sintético poliacrilamida-hídrazida para el tratamiento de corrientes sintéticas que contenían fenol en

concentraciones de 1,000 a 5,000 mg/1. Ellos trabajaron con un reactor tipo air-lifi de 900 mi de

capacidad total y 100 mi de soporte. En cierta etapa del proceso continuo, se adicionaron de 25 a 65

mg/1 de 4-clorofenol o 30 mg/1 de o,m,p cresoles. Estos autores concluyeron que para los experimentos

en condiciones estériles, se pueden alcanzar tasas de degradación de hasta 7,200 mg/l.día, mientras

que para condiciones no-estériles, las máximas tasas encontradas fueron de alrededor de 3,120

mgAdía. El 4-clorofenol y el cresol adicionados fueron consumidos totalmente durante la experiencia.
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Tabla 2 3 Resumen de los soportes y los microrganismos empleados en ía biodegradacíón de
compuestos tóxicos por medio de sistemas de biomasa fija.

Sistema

Matraz agitado

Lpte, quimíostato y columna

empacada

Matraces agitados

Reactor de lecho fluidificado

Reactor de biocapa de

cilindros concéntricos

Reactor de lecho empacado

Reactor de lecho empacado

Reactor de lecho empacado

Reactor de lecho empacado

Reactor de lecho fluidificado

i Soporte utilizado

Alginato de calcio

Süica y madera

Al&inato de calcio

Arena

Ninguno

Soporte cerámico

Soportes estructurados de

cerámica

Mezcla-dores estáticos

Nueve diferentes soportes

Celíta

Microrganísmos utilizados

Mezcla de microrganismos definidos

P. crysospóríum

Pseudotnonas y Arthrobacter

Pseudomons pulida

Mezcla no identificada

Pseudomonassp.

Licor mezclado de lodos activados

Comammonas testosteroni

mezcla proveniente de lodos

activados

Mezc'a proveniente de lodos

activados

Referencia

Lee etal. (1994)

Arm enante et

. Baee/tí¿ (1996)

Silva y Campos (1996)

Arvin (1991)

Favaeíñ/. (1996)

Seignez et al. (1993)

Klevnikov y Peringer

(1996)

Deroneífl/.(1997)

Puhakkaeí«/.(1995)

WestmeieryRehm (1985) utilizaron la bacteria A/c¿2%e«£?$p. inmovilizada en esferas de alginato

de calcio para el tratamiento de efluentes que contenían 4-clorofenol en concentraciones de 385-514

mg/L Encontraron actividades entre 269 y 514 mg/1 por día.

Zache y Rehm (1989) utilizaron un co-cultivo de Cryptococcus elinowi y Pseudomonas putida

inmovilizadas 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

3,200 mg/1 en cultivos semicontinuos. Por otro lado, encontraron que en operación continua el sistema

alcanzó productividades de hasta 9,840 mgAdía,

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/1,

respectivamente. Utilizando tiempos de residencia hidráulica de hasta 0.2 días se obtuvieron

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

presentó la formación de epóxidos. Las velocidades de degradación de los compuestos se expresaron

18



2. Antecedentes

en miligramos desaparecidos por área de bio-capa por unidad de tiempo, por lo que se hace difícil la

comparación con otros sistemas. •

Tabla 2.4 Resumen de los compuestos tratados y las velocidades de degradación alcanzadas.

Compuestos tratados

F

2CF

2.4DCF

2CF

F,4CF,2,4,tfrcj«yme2cla

F

TCE,TCA,cDCEytDCE

PCB'syCBA's

SAS

F

p-íoíuen suifonato de sodio

SAS

' 2M<?reCF

2,4,<?rCF

PCFy mezcla

Concentración inicial (mg/I)

500

35

'40

500

0.3 mM

1,588

1.2

1.1

4
75

1,200

4,800

1.14

1.2

Velocidad de

Bíodegradación

{mgfl.día)

454

13

80

variable, según el sistema

.

1,430

-

170

280

404

8.3

1,500

., :; ;AnseImo y Nováis (1992) trabajaron con el hongo Fusarium fiocdferum inmovilizado en espuma

de poliuretano, en un reactor agitado (1.5 litros de volumen activo, pH= 4 a 4.5, 300 rpm, T~ 25°C)

para el tratamiento de efluentes sintéticos que contenían únicamente fenol como fuente de carbono.

Ellos encontraron que para un factor de dilución de 0.069 h , alimentando cargas de 500 a 1,500 mg/1

de fenol, se alcanzan velocidades de remoción de 2,400 a 5,760 mg fenol Adía
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Tabla 2.5 Eficiencias alcanzadas por los sistemas en relación con el TRH.

Tipo de reactor

Esferas de algiil ato de

caldo en matraces

Lote, quimiostato y

columna empacada

Matraces agitados

Reactor de lecho

fluidificado

Reactor de biopelícula

. continuo

Reactor de lecho

empacado

Reactor de lecho

empacado

Reactor de lecho

empacado

Reactor de lecho

empacado

Reactor de lecho

fluidificado -

Eficiencia alcanzada

(«)

F:96

2CF:97

2CF: variable

F:100

CF:100

2,4,tfTCF:100

F: 72.9-97-3

TCE:23

TCA:25

cDCE.-31

tDCE: 97

2,5dCB: 70

2,3dCB:75

2,4dCB: 30-40

33dCB: 45

4,4dCB:90

SAS:99

F:99

PTSS:99

SAS: 99

Mezcla; 98

TRH (horas)

264

648

variable

15-110
20-90
20-90

0.56-7.0

4.8

150

0.0136

0.15-0.4

0.134

1-5

Referencia

lee et al. (1994)

Almenante et

al, ,(1991)

Baeeía/. (1996)

Silva y Campos

(1996)

Arvin (1991)

Pava ef«¿ (199$)

Seignez (?*#/, (1993)

KlevnikovyPeringer

(199$

Deronte/íí/. (1997)

Puhakkaeíñ/. (1995)

Armenante et al (1992) , emplearon el hongo filamentoso Phanerocate chrysosporium para la

degradación de 2CF. El microrganismo ílie inmovilizado en un derivado de sílica y en astillas de madera.

Se emplearon diferentes sistemas para determinar cuál es el idóneo para tratar este tipo de efluentes.

Entre los sistemas empleados está el reactor batch, el quimiostato y la columna empacada. En este

trabajo se concluyó que el 2CPh es susceptible de ser degradado hasta en concentraciones de 500 mg/1

y que la opción más promisioria a utilizar es el reactor tipo columna empacada

Seignez et al (1993) emplearon un reactor de lecho empacado con soportes estructurados de

cerámica, 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) y fenol en cargas de hasta

4, 080 mg/Ldía y 6,720 mg/l.día, respectivamente (con diluciones de 0.149 y 0.059 h). Las

concentraciones iniciales de los sustratos fueron 1,200 y4,800 rng/1

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

efluentes que contenían fenol y algunos cíorofenoles. 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 remoción de 181 a 1000 mg4.día para concentraciones de fenol

entre 200 y 500 mg/1, de 10 a 12.96 mgAdfa para concentraciones de 10 a 35 mg/1 de 2-clorofenol y de 40

a 80 mg/l.día para concentraciones de 20 a 40 mg/1 de 2,4-diclorofenol.

Lee et al., (1994) emplearon una mezcla 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 al

(1994). Los principales resultados del trabajo son los siguientes. El sistema fue capaz de tratar fenol en

concentraciones de hasta 500 mg/1 con velocidades de degradación de 454 mg/l.día. En cuanto al 2CPh,

la máxima concentración tratada fue 35 mg/1 y la velocidad de desaparición del compuesto 13 mg/l.día,

Finalmente, el 2,4DCF fue tratado en concentraciones de hasta 40 mg/1 con velocidades de remoción de

80mg/l.día.

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 ceíita (un mineral

empleado con frecuencia para inmovilizar microrganismos) inoculados con microrganismos de lodos

activados. En este trabajo se reportan actividades de 1500 mg/l.día con un tiempo de residencia

hidráulica de 45 min (degradación del 99%).

Silva y Campos (1996) emplearon un reactor de lecho fluidificado con capacidad total de 3-3

litros.Pseudomonasputida fue eí microrganismo inmovilizado en arena fina (0.25 mm de diámetro). El

reactor se trabajó a 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 51-3 y 1,588 mg/1 de fenol al reactor. *•

Los tiempos de residencia hidráulica oscilaron entre O.56 y 7.01 horas, (lo que equivale a cargas

volumétricas de 2,200 a 7,820 mg fenol/Ldía). En tste trabajo se reportan las concentraciones de

nitrógeno total, nitrógeno amoniacal y fósforo, en las corrientes de alimentación 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 medición de oxígeno disuelto en la entrada y salida del sistema, ya que el

sistema es aerado.

Khlebnikov y Péringer (1996) llevaron a cabo trabajos para la degradación de ácido p-

toluensulfóníco (APTS). Utilizaron un reactor de lecho empacado estructurado (mezcladores estáticos

de polipropileno), inoculado escenciaímente con Comamonas testosteroni, aunque localizaron en el

biopelícula otros dos microorganismos no degradadores de AFTS. El volumen de este reactor fue de

8,2 1 ítros y un área disponible para la adhesión del biopelícula de 2 m2' El reactor fue aerado a

velocidades de 0.5 a 4 litros/min y el pH fue controlado a 6$ +/- 0.1 unidades. Aunque la temperatura

no fue controlada, permaneció relativamente constante a 28° C. El reactor se trabajó a una velocidad de

recirculación de 6.5 litros/min.

Alimentando 1,140 g/1 de APTS, se encontraron eficiencias de remoción entre 25 y 100% y

velocidades de degradación de 2,400 a 4,800 mg C/l.día (trabajando a diluciones de 0.15 a 0.4 h'5). La

velocidad de degradación resultó ser ligeramente dependiente de la velocidad de aereación para bajos

valores de dilución (aeraciones entre 0.5 y 4 J/min).

Un aspecto interesante del estudio es el efectuado con respecto al efecto del retrolavado del

filtro. Los autores aseguran que se puede controlar el espesor de la biopelícula, retrolavando el sistema

aproximadamente cada 70 horas de operación. A partir de los datos de operación y algunas

consideraciones teóricas, Khlebnikov y Péringer calcularon el hold-up y el espesor del la biopelícula a lo

largo de 100 días de operación, en donde se demuestra que los valores estacionarios se alcanzan

alrededor de los 68 días de operación.

Song yKwon (1996) trabajaron con un filtro aerobio sumergido para el tratamiento de aguas

residuales municipales sintéticas. Aunque el trabajo no está relacionado con la presencia de

clorofenoles, es interesante en cuanto la operación del filtro biológico bajo diferentes cargas y

condiciones. Dicho filtro fue empacado con distintos empaques entre los que se encuentran la grava,

cubos de red metálica y malla. El filtro fue operado a diferentes relaciones F/M y distintas cargas

orgánicas, medidas como DBO. Además de medirse las remociones correspondientes, se midieron la

producción de lodos para cada una de las experiencias. Se manejaron cargas entre 800 y 3,000 mg
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DBO/l.día. Se reporta una gráfica en la que la remoción porcentual para cada experiencia es una

función del material de empaque y la carga orgánica aplicada (relación inversamente proporcional).

Fava et al, (1996) estudiaron la degradación de policlorobifenilos (PCB's) y clorobifenilos

(CBA' s) por medio de un sistema de lecho empacado, constituido por soportes cerámicos en los que

previamente se inmovilizó a Pseudomonas sp. Se midió la liberación de cloro y la aparición de algunos

metabolitos intermediarios. Se concluyó que es posible declorar los compuestos en concentraciones de

hasta 75 mg/1. Los compuestos evaluados fueron el 2,5dCB, 2,3dCB, 3,4dCB, 3,3dCB y 4,4dCB. Las

remociones alcanzadas en un período de aproximadamente 150 fueron: 70, 75, 3040, 45 y 90%,

respectivamente.

Sung et al (1997) emplearon una mezcla de Pseudomonas yArthrobacter en la degradación de

fenol, 4CF, 2,4,6TCF y mezclas de ellos. Las bacterias fueron inmovilizadas en esferas de alginato de

calcio y se trabajaron en matraces agitados, con el fin de evaluar la degradación de clorofenoles. El

fenol, 4CF y 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 logró la degradación en 20 horas.

Deront et al., (1997) probaron nueve diferentes empaques en un reactor de lecho empacado e

inoculado con microrganismos provenientes de un sistema de lodos activados para tratar corrientes

que contienen sulfato de antraquinona. En este trabajo quedó demostrado que la velocidad de

degradación del sulfonato de sodio (SAS) no es una función de la cantidad de biopelícula soportado en

cada tipo de empaque. Se lograron remociones de hasta 99% para corrientes que contenían 1.2 g/1 de

SAS. También se reportó una velocidad de degradación máxima de 8.3 g SAS/g peso seco.día.

Discusión general

En principio puede verse que en estos trabajos existen varios elementos comunes, pero esencialemente

las aproximaciones son diferentes. Por ejemplo, en cuanto a los sistemas empleados están tres trabajos

realizados con un reactor agitado, dos con columna empacada, uno con reactor de lecho ̂ fluidificado y

uno con un reactor tipo air-lift. En cuanto a los soportes utilizados, se encuentra el alginato de calcio,

la poliacrilamida-hidracida, la espuma de poíiuretano, la arena y soportes de polipropileno.
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2. Antecedentes

Los compuestos tratados por estas metodologías son el fenol, algunos clorofenoles y cresoles

y el APTS. Los intervalos de concentración inicial varía de 10 a 5,000 mg/I. Aunque no se reporta en

todos los casos, la eficiencia de remoción osciió entre 25 y 100%. Finalmente, algunas características,

tales como los niveles de aeración, pH, temperatura, y las diluciones trabajadas, se reportan para casi

todos los trabajos.

En conclusión, existe un campo abierto para investigar sobre el tratamiento de efluentes tóxicos

por medio de sistemas de biomasa fija, específicamente por medio de nitros sumergidos aerobios en los

que una sola especie es inmovilizada. Los aspectos que la literatura sugiere investigar son:

a. La velocidad de biodegradación.

b. El tipo de soporte.

c. El efecto de diferentes compuestos tóxicos solos y combinados y de la concentración de los mismos

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

e; La influencia de parámetros tales como pH, temperatura, oxígeno disuelto y el contenido de

nitrógeno.

f. La reducción de la toxicidad por el empleo del proceso.
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3. MATERIALES Y MÉTODOS

Para cumplir los objetivos planteados al inicio de esta tesis, se trabajó experimentaimente de acuerdo

con ía metodología resumida en la ñgura 3.1.

3.1 EXPERIMENTOS CON CÉLULAS UBRES

3.1.1 Cultivo de la bacteria

La bacteria empleada a lo largo de este trabajo fue amablemente donada para ei estudio por el

Instituto Cubano de Investigaciones sobre los Derivados de la Caña de Azúcar (Habana, Cuba). Esta

cepa fue aislada de sedimentos marinos y en algunas experiencias preliminares se detectó su capacidad

para degradar clorofenoles y el ácido 2,4D

La bacteria (ver microscopía electrónica en la figura 3.1) se recibió en slant de medio YPG y se

conserva desde entonces en cajas de Petri con medio YPG-sólido (figura 3.2).

El medio mínimo reportado por Dapaah y Hill (1992) consiste de los siguientes componentes

(eng/1);

KH2PO4

K 2 H P O 4

(NH4)2SO4

NaCl

CaCl9

MgSO4

FeClo

0.840

0.750

0.488

0.600

0.600

0.600

0.006
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3. Materiales y métodos

Cultivo y mantenimiento de
Pseudomonasflurescens

Pruebas de biodegradactón

en líquido

inmovilización por adsorción y

atrapamiento

Elaboración del catalizador de
alginato de calcio y células Caracterización de soportes para

inmovilización (arena, carbón y tezontle)

Caracterización física del

catalizador

Inmovilización por adsorción en

diferentes .sonoites

Caracterización de la capacidad de la capacidad del catalizador en la remoción de fenol

y clorofenoies, solos y mezclas. Sistema en lote. Columnas de 27 y 54 mi.

Caracterización de h capacidad del catalizador en la remoción de clorofenoies

solos y mezclas (solo en tezontle). Sistema en continuo. Mezclas binarias,

ternarias y cuaternarias.Efecto del tiempo tíe residencia,

Columna de 51 de capacidad total.

Figura 3-1 Diagrama general de la metodología empleada ea este trabajo.
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3. Materiales y métodos

El medio YPG consiste en los siguientes componentes (en g/1):

Extracto de levadura
Peptona de caseína

Glucosa anhidra

Agar técnico (para medio sólido)

10.0
10.0

10.0

10.0

Figura 3-2 Microfotografía de la cepa de Pseudomonas fíuorescens empleada en este trabajo.
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3. Materiales y métodos

Figura 3-3. Crecimiento de Pseudomonas en YPG-agar sólido.

3.1.2 Cosecha de células

Las células crecidas en medio YPG fueron cosechadas utilizando una mini-centrííliga (Eppendorf

5415C, USA) a 11,000 rpm (880 fuerzas centrífugas relativas RFC) durante 20 minutos. Finalmente, las

células fueron enjuagadas varias veces (2-3) con una solución tampón de fosfatos (pH de 7) y

recentrifugadas.

3.1.3 Prt&ba preliminar de biodegradación

Las pruebas preliminares de biodegradación se desarrollaron de la siguiente manera. 45 mi de

medio mínimo Dapaa estéril, se inocularon con 5 mi de cultivo de Pseudomonas fluorescens en medio
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3. Materiales y métodos

completo YPGde 24 horas y una concentración ñja de células (i.e. densidad óptica de alrededor de 0.2,

como densidad óptica) . El cultivo fue incubado a 32°C en un agitador orbital. Cuando el cultivo

cumplió 24 horas, la densidad óptica fue medida y se agregó el compuesto a evaluar. El crecimiento fue

seguido por densidad óptica cada 12-24 horas. Cada compuesto fue considerado biodegradable si la

densidad óptica se incrementaba en forma consistente con respecto al valor inicial, en comparación con

ej blanco sin compuestos adicionados. Este método de evaluación es muy grueso, ya que la formación

de precipitados, la aparición de productos como polímeros bacterianos y otros factores podrían

interferir en la lectura de densidad óptica.

3.2 PREPARACIÓN DEL CATALIZADOR DE ALGINATO DE CALCIO

3.2.1 Preparación de las soluciones de algínato de sodio

Las soluciones de aíginato de sodio (Burmester Pharmatrade, Hamburgo, Alemania) fueron preparadas

en concentraciones del 0.5 a 4%. El polvo de •aíginato rué adicionado al agua deionizada o a las

soluciones de células, agitando fuertemente (700 rpm) hasta que la solución se volvió homogénea.

3.2.2 Tratamiento térmico aplicado a ías soluciones de alginato

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

°C. en matraces de vidrio cerrados con tapón de algodón y cubierta de papel aluminio.

3.2.3 Caracterización teológica de las soluciones de alginato

Las soluciones de alginato y las mezclas alginato-células fueron caracterizadas en términos reológicos

por medio de un viscosímetro de aguja Brookfield DV-I (utilizando las agujas 1 y 4). Los índices n y K de

la ley de la potencia fueron evaluados estadísticamente por medio de un programa de cómputo,

descrito por Hannote et al, 1991.
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3.2.4 Elaboración del catalizador de algjnato de calcio

Las soluciones de alginato de sodio o las mezclas alginato-células fueron extraídas a través de una aguja

colocada al interior de un cilindro por el cual se alimenta aire filtrado a diferentes presiones de trabajo

(Figura 3.4) • Las partículas esféricas se recibieron y mantuvieron en una solución de CaCl 0.1 M por lo

menos durante 1 hora. Los parámetros controlados durante el proceso fueron la presión de aire (en

kg/cm2), la velocidad de adición del alginato por medio de una bomba peristáltica (en ml/min), la

concentración del alginato (en %) y la altura entre la punta de la aguja extrusora y la superficie de la

solución de cloruro de calcio.

^ Mezcla
Céluías/alginato

Aire

CaCI2 0.

Figura 3.4 Sistema para la elaborados de las esferas de algiaato de calcio.

3.2.5 Caracterización de las esferas de alginato

La distribución de tamaño de las partículas generadas se evaluó de dos formas. En la primera los

diámetros de entre 30 y 50 partículas fueron medidos con un Vernier y promediados. Por otro lado, el

lote producido fue tamizado en mallas de acero inoxidable (10, 12, 16, 18, 20 y 30, correspondientes a

1.68,1.41,1.13,0.96,0.8 y0.59mm, respectivamente). No se encontraron diferencias significativas entre

los dos métodos. La esfericidad de las partículas fue calculada como el cociente de los diámetros mayor

y menor de las partículas.
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3.3 ANÁLISIS DE LOS CLOROFENOLES Y PRODUCTOS INTERMEDIOS

3.3.1 Métodos colorimétricos

Las concentraciones de fenol, 2clorofenol, 2.3diclorofenol, 2,4,6triclorofenol, 2}3!4,ótetraclorofenol y

pentaclorofenol fueron evaluadas, cuando el compuesto se encontraba sólo en la solución, por medio

del método de la 4-aminoantipirina reportado en los Métodos Estándar (APHA, AWWA, WPCF,1989).

Para ello, se elaboraron curvas de calibración para cada uno de los compuestos en presencia del medio

Dapaah. Algunas mezclas de clorofenoles (dicloro, tricloro, tetracloro y pentaclorofenol a

concentraciones de 200,400 y 600 mg/1) también fueron medidas de manera gruesa con esté método.

El límite de detección encontrado en la determinación de fenol y clorofenoíes por este método

fue de 0.025 jug/l • Para mas detalles ver Cabello (1999)

3.3.2 Determinación de mezclas de clorofenoles y algunos metaboütos de su

degradación por cromatografía de gases

La concentración de los clorofenoles en las mezclas, así como de algunos metaboütos de su

degradación, fueron determinados por medio de un sistema acoplado de cromatografía de gases-

detector de masas, La extracción de las muestras se realizó con diclorometano nanogrado (Mallinkrodt,

Alemania). Los extractos fueron secados utilizando sulfato de sodio anhidro grado reactivo 0.T. Baker,

México). Una vez secos, fiíeron concentrados hasta aproximadamente 0.5 mi en un rotavapor (Buchi

RE121) a presión 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 presión reducida y resuspendida

en

n-hexano nanogrado.

El concentrado de la fase orgánica y la acuosa de las muestras fueron derivados utilizando 3 mí

de solución 0.15 M de diazometano en éter etílico. Las mezclas de reacción fueron concentradas a 0.5

mí mediante un flujo de nitrógeno.
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Aproximadamente un microlitro de cada concentrado fue inyectado a un sistema de

cromatografía de gases (Hewllet Packard 5890 Serie Ií) acoplado a un espectrómetro de masas Hewllet

Packard 5971 Serie II), utilizando una columna-capilar Ultra 2 (5% de fenilmetílsilicón) de 25 m x 0.2

mieras x 0,33 mieras. Las condiciones de operación del cromatógrafo fueron las siguientes:

Flujo de acarreador
Relación Spli t/splitless

Temperatura inicial
Temperatura final

Incremento

80 ml/min

1:25
70° C

25O°C
l5°C/min

El espectrómetro de masas se utilizó en modo sean con un intervalo de m/z de 12 a 600 UMA,

Se. utilizó impacto electrónico como fuente de Ionización y una energía de 70 eV.

3.4 DETERMINACIÓN DE B1OAAA5A Y CUENTA EN PLACA

3.4.1 Determinación de biomasa por densidad óptica

Una dilución 1/50 de la muestra se analizó en un espectrofotómetro Spectronic 21D (Milton Roy, USA)

a 590 nm. Se construyeron curvas de calibración para las determinaciones en medio YPG y medio

mínimo.

3.4.2 Determinación de las UFC/ml o UFC/g soporte

Una muestra del soporte a caracterizar fue lavada sucesivamente con solución salina y la solución

obtenida se caracterizó como a continuación se describe. En el caso de las soluciones líquidas no hubo

necesidad del lavado. En el caso de las esferas de alginato de calcio, se disolvieron en una solución de

EDTA-sal disódica y KCl, previamente al conteo.

La muestra líquida a evaluar se diluyó sucesivamente en proporción de 1:10, Dicho de otra

manera: un mi de solución se diluyó en nueve mi de solución salina (consistente en KCl al 1%) hasta
8

alcanzar diluciones de 1x10 aproximadamente. Se sembraron cajas de YPG sólido con un mi de cada
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dilución, 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 identificó cada caja y se incubaron a 32°C durante

24 horas. El conteo de UFC se realizó en las cajas en las que se encontraron entre 20 y 200 colonias

(tres cajas de ser posible) yse promediaron los valores.

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

(eng/1):
Polipetona 20.0

Glicerol 10.0
MgSO4 1.5
K2HPO4 0.9
KH2PO4 0.9

Agar técnico 15.0

3.5 EXPERIMENTOS EN COLUMNAS EMPACADAS DE 0.027 LITROS,

OPERACIÓN POR LOTE A TEMPERATURA CONTROLADA

3.5.1 Coracterísticas de las partículas

La densidad aparente de las partículas fue determinada en una probeta graduada de 50 mi con medio

Dapaah. La densidad real, por medio de un tubo de Jackson. La humedad de las partículas fue

determinada por pérdida al secado en un horno convencional en el caso de la arena, el tezontle y el

carbón activado y en una termobalanza (Ohaus, USA) en el caso de las esferas de alginato de calcio.

La porosidad de los materiales rígidos, la pérdida por ignición (700° C, por una hora) y la

dilución en medio ácido (HC1 al 30%, por 24 horas) y alcalino (NaOH al 10%, por 24 horas) fueron

evaluadas siguiendo las técnicas propuestas para la caracterización de materiales de filtración. La

fracción de vacíos de las esferas de alginato se determinó por el método de Buchholz (Quirazco,1994)J

consistente en la deshidratación de las partículas hasta la humedad crítica, seguida de la reconstitución

de las partículas en una solución 0.1 M de CaCl2. Para mas detalles, ver Torres et al, 1998.

3.5.2 Determinación de la capacidad de adsorción de células en cada soporte
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Mediante esta técnica se mide la colonización de los diferentes materiales por la bacteria. Se desarrolló

un cultivo de Pseudomonas en medio YPG por 24 horas hasta una densidad óptica de aproximadamente

0.25 (leída a 610 nm, dilución 1/50). Se empacó la columna de vidrio con capacidad de 29 mi con los

materiales a evaluar (tezontle, carbón activado y arena), previamente tamizados (se decidió utilizar una

muestra equivalente de malla 12,14 y 16), lavados ysecados en el horno. Se recircularon 100 mi (en flujo

ascendente) del inoculo de Pseudomonas a temperatura ambiente (ver figura 3.4). Al finalizar el periodo,

se desplazó todo el líquido y se tomaron 2-3 partículas del material por la parte de arriba de la columna.

Se determinó la cantidad e UFC/gso e de acuerdo con la técnica descrita en esta sección.

Figura 3.5 Columna de 27 mi empacada con tezontle e inoculada con Pseudomonas fluorescens.
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3.5.3 Determinación de las capacidades de adsorción de los materiales

0, 2, 4, 6, 8 y 10 g/1 de cada material a evaluar, fueron puestos en vasos de precipitado de 1,000 mi

conteniendo 500 mi de una solución de medio Dapaah y el fenol (a una concentración de 1,000 mg/í) o

clorofenoí (a una concentración de 100 mg/1) en cuestión. El contenido de los recipientes fue agitado

con la ayuda de un sistema de agitación de ó 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 ecuación de Freundlich

X/M = KC1/n (1)

donde

X: cantidad de tóxico adsorbido

M; masa de material adsorbente

C: concentración de equilibrio

n y K: constantes a determinar

3.5.4 Operación de las columnas empacadas

Las columnas empacadas con una cantidad conocida de cada material, fueron inoculadas siguiendo el

mismo procedimiento que el descrito en la técnica de determinación de la capacidad de adsorción de

células a cada soporte. Las columnas se operaron de la siguiente manera. Se hizo pasar la solución

conteniendo fenol o clorofenoles a través de la columna (de abajo hacia arriba) por el tiempo necesario

para alcanzar una remoción del (los) componente(s) de 90-95 % por lo menos. Al finalizar la operación,

la columna se vacia, se toman muestras para determinar la cantidad de biomasa presente y la fracción

líquida se analiza para conocer la concentración final de clorofenoles o COT.
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3.6 EXPERIMENTOS EN COLUMNA EMPACADA DE 5 LITROS, OPERACIÓN EN

CONTINUO A TEMPERATURA AMBIENTE

3.6.1 Fermentación de 15 litros con Pseudomonas üuorescens

Se llevaron a cabo fermentaciones para contar con suficiente material celular para inocular la columna.

Eí proceso fue llevado a cabo como se explica a continuación, Se hizo crecer los microrganismos en

ocho matraces Erlenmeyer con 50 mi de medio mínimo Dapaah y tres-cuatro azadas de Pseudomonas

fluorescens por 24 horas a 32 °C. Se midió la densidad óptica final de dichos cultivos y con 350 mí de

este medio se inoculó el fermentador de 3-5 litros de volumen de trabajo (Ver figura 4.5). Se siguió la

fermentación por 36 horas, evaluando eí crecimiento a través de la densidad óptica. Con el producto de

cada fermentación se inoculó un fermentador de 15 litros y se procedió como en el caso de la

fermentación en 3-5 litros. En algunos puntos del proceso se caracterizó eí crecimiento celular por

cuenta en placa en medios YPG y King B, además de las determinaciones de densidad óptica,

3.6.2 Inoculación de la columna de 5 litros

El material celular proveniente de dos fermentaciones de 15 litros fue circulado en la columna por 24

horas. Después de este período la columna fue drenada y se tomaron algunas partículas para medir la

cantidad de UFC/g soporte.

3.6.3 Caracterización de las mezclas de tezontle (finos, medio y gruesos)

Se caracterizaron tres mezclas de tezontle con diferentes granulometrías: finos (0.84 a 1.19 mm),

medios (1.19 a 1.68 mm) ygruesos (1.68 a 3-36 mm) de acuerdo a las técnicas antes descritas. Las

pruebas desarrolladas fueron porosidad, densidad aparente, solubilidad en HC1 y NaOH y capacidad de

atrapamiento de células

36



3. Materiales y métodos

3,6.4 Características de la columna empacada con capacidad de 5 litros

La columna está construida en acrílico. Presenta un diámetro de 95 mm y 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 sección transversal es equivalente a 0.007 m2. Fue empacada con 100 mm de grava y 710

mm de altura de una mezcla de granulometría conocida de tezontle.

Figura 3*6 Fermeatador de 3.5 líteos de capacidad utilizado para generar biomasa.

3.6.5 Operación de la columna de 5 litros

Se empleó una bomba peristáltica para hacer circular el efluente a tratar en forma ascendente. En una

primera etapa, se alimentaron soluciones Dapaah conteniendo 2clorofenol, 2,4diclorofenoí,

2,4,6triclorofenol y pentaclorofenol por separado, a diferentes concentraciones. Se manipularon varias
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velocidades de alimentación, 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 realizó un cambio de compuesto o concentración. Se tomaron muestras para determinar la

concentración de los clorofenoles por el método de la 4-aminoantipirina y carbón orgánico total, por el

método descrito en esta misma sección. Esta etapa tuvo una duración aproximada de diez meses. La

operación se llevó a cabo a temperatura ambiente entre los meses de octubre y enero. Las

temperaturas se monitorearon tres veces como mínimo al día, para reportar el promedio diario. El

criterio que se utilizó para muestrear las concentraciones iniciales y finales fue esperar por lo menos 3

TRH antes de tomar dichas muestras. Para los tiempos de residencia hidráulica más cortos, se

esperaron hasta más de 5 TRH.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

4.1 EXPERIMENTOS CON CÉLULAS LIBRES

4.1.1 Btodegradadón de fenoles con los células libres

En la tabla 4.1 se presentan los resultados de la prueba de biodegradación de los distintos

compuestos fenólicos. Como se puede observar, debido a la toxicidad de los diferentes

compuestos, Pseudomonas fluorescens degradó diferentes concentraciones de fenol,

cíorofenoles, nitrofenoles, metil fenoles, cloro-metil fenoles y un derivado clorado del ácido

fenoxiacético. De acuerdo con éstos resultados, los sustituyentes más tóxicos son: metil y

nitrofenoles > diclorofenoxiacético, di- y triclorofenol > clorofenol, El fenol sin substituyente

alguno resulta el de menor toxicidad.

4.1.2 Resultados de la fermentación de 15 litros para la producción de biomasa

La fermentación tuvo una duración de 24 horas y alcanzó densidades ópticas de alrededor de 0.3

(1.08 g/í de biomasa, de acuerdo con la curva de peso seco). Al finalizar el proceso, la cuenta total

de organismos (en medio YPG) fue de alrededor de lxlOlu UBC/cá t mientras que la cuenta

de Pseudomonas (medio King B) fue muy cercana (5xl010 UFC/ml medio). Esto significa que la

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

Compuesto tóxico

Fenol

2 Clorofcnol

2,4 Diclorofenoí

2,4,(5 Triciorofcnol

2 Nitrofcnol

4 Nítrofenol

2,-1 Nitrofenol

2,4 DimctÜfenol

4Cloro3metÍlfenol

ciclo 2,4 diclaro fenoxiaeético

Concentración (mg/1)

1 10 50

+
+
+
+
+
+
+
+
+
•f

+
+
+
+ •

-

+

+
+

-

-
-
-

Clave: (4-) Prueba exitosa, hubo crecimiento sostenido de células por arriba de! valor inicial

(-) Prueba fallida.

PRODUCCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DEL CATALIZADOR DE

NATO DE CALCIO

4.2.1 Caracterización reológtca de las soluciones de alginoto

Los datos crudos del viscosímetro de Brookfield fueron procesados como se detalla en Hannote

et al, (1991) para calcular estadísticamente los índices de consistencia K y de flujo n de la ley de

la potencia \i= Ky11"1, donde \i es la viscosidad aparente en mPa, K es el índice de consistencia

en Nsn/m2, y es la velocidad de deformación en s'1, n es el índice de flujo (adimensional) y r es el

factor de correlación para el método de mínimos cuadrados. Las soluciones de alginato de sodio

(sin células) se caracterizaron reológicamente 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 discusión

Tabla 4.2. Caracterización Teológica de las soluciones de alginato de sodio antes y después del
tratamiento térmico.

Antes del tratamiento térmico

Conc.

Alginato (%)

4
3

• 2 '

1

Número de,

aguja

4

4

i
1

1

n

0.88

0.86

0.67

0.95

0.83

K

Nsn/m2

16.99

6.65

.1.31

0,19

0.04

R

0.99

0,99

0.9-í •

0,99

0.98

Después del tratamiento

Número de

aguja

4
4
1

1

1

Í-)

0.77

0.73

0.90

0.84

0,75

K

Nsn/m2

2.75

1.15 '

0.26

0.06

0.02

r

0.97

0,94

0.99

0,99

0.97

En el caso de las soluciones antes del tratamiento térmico, todos los fluidos mostraron

comportamiento pseudoplástico o reofluidizante (n<l) con valores de n entre 0.67 y 0.95- Con

respecto al índice de consistencia K, se encontró una clara relación entre la concentración de la

solución de alginato de sodio y el valor de K (el cual presentó valores entre 0.04 y 16.9 Nsn/m2).

Es importante observar que los valores de r siempre fueron iguales o mayores que 0.94, lo cual

confirma la idoneidad de la ecuación de la ley de potencia para modelar los datos experimentales.

En términos de viscosidad, las soluciones presentaron valores de entre 28 y 13,619 cp (ya que el

fluido es no Newtoniano, la viscosidad aparente puede definirse para cada velocidad de

deformación usada, en este aso 60 rpm).

Después del tratamiento térmico la solución sufrió cambios importantes. Como

describieron Cheatman y Bucke (1984), el proceso de esterilización causa una drástica

disminución en la viscosidad de la solución. Las soluciones de alginato de sodio fueron en general

más pseudoplásticas (0.73<n<0.9).y menos viscosas. Los índices de consistencia variaron entre

0.02 y 2.75 Nsn/m (a mayor concentración de polímero, mayor valor de K) y viscosidades entre

10 y 1,476 cp (para una velocidad de deformación de 60 rpm). El valor de K representa el nivel de

viscosidad de la solución y se sabe que es directamente proporcional a la concentración del

polímero presente. Esto significa una disminución 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 ecuación antes descrita.
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4. Resultados y discusión

La disminución de viscosidad antes explicada (debido al proceso de esterilización) puede

resultar benéfica para la economía del proceso, ya que menores viscosidades requieren tamaños

de bombas menores y disminución de algunos problemas de operación siempre y cuando no se

presenten problemas de geladón (como formación de geles débiles o largos procesos de

gelacíón).

Cuando se mezcló la solución de Pseudomonas fluorescens (conteniendo' 0.067% de

células) y diversas soluciones de alginato de sodio (con 1 a 4% de polímero), las características

reológicas fueron como se describen a continuación. La proporción alginato/células varió entre 15

y 60 (tabla 4.3). Las soluciones tuvieron un comportamiento pseudopíástico o reofluídizante

(0.7<n<0.96) pero con valores diferentes a las soluciones de alginato a igual concentración de

polímero. 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 las diferencias más relevantes se observan en las soluciones de alginato

con 2 y 3% de polímero.

Tabla 4.3. Caracterización reológica de las mezcla alginaí o células.

Alginato

(%)

4

3
2

1

Número de

aguja

4
4
4
1

Razón alginato/

células

60
45
30

15

JI

<-)

0.84

0,76

0.70

0.96

K

(Nsn/ra2)

18,22

17.00

4.02

0.32

R

(')

0.99

0.99

0.97

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 deformación contra viscosidad

para las mezclas alginato-céíuías. Las líneas sólidas corresponden a la ley de potencia. Como se

muestra se encontró una buena correlación entre los datos experimentales y el modelo teórico.

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

similares (especialmente a bajas velocidades de deformación), mientras que las viscosidades para

las mezclas de proporción alginato/células 30 y 15 son muy diferentes.

4.2.2 Producción de las esferas de alginato

Se prepararon diferentes lotes de esferas de alginato con diferentes condiciones experimentales:

presión de aire, concentraciones de alginato, velocidad de alimentación y distancia entre el

extrusor y la solución de cloruro de calcio.

o
o
o
vi.

M3

0.1

" t • '" ! • i ' Yin

Álginátoi/célblás!

60
30

45
15

0.1

Velocidad de deformación (rpin)
100

Figura 4.1 Diagrama velocidad de corte-viscosidad para las diferentes mezclas

alginato-células.

Se obtuvieron lotes con diferentes distribuciones de tamaño de partícula, Por ejemplo, en

la figura 4.2, se muestran los porcentajes de material retenido para concentraciones de alginato

entre 1 y 4%. Para cada concentración de alginato se encontró una diferente distribución i e, los

tamaños más frecuentes fuero» 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 presión de aire de 3 kg/cnr. los resultados que se observaron utilizando las mediciones

con Vernier fueron muy semejantes, aunque no se muestran.
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O * * " > • ,

-

o»
Diámetro (mm) Na-alginato (%)

Figura 4.2 Distribución del tamaño de partícula para las esferas fabricadas bajo diferentes
condiciones.

Si establecemos que las partículas deben tener un diámetro cercano a 1.5 mm (con el fin

de disminuir los problemas de transferencias de masa), la concentración ideal de alginato en las

esferas sería de 3%, ya que más del 74% del material generado tendría un diámetro por arriba de

1.17 nim, 2.54% un diámetro de 1.41 mm y solo 1% un diámetro de 0.96% (ver tabla 4.4a).

En el caso de las presiones de aire (para una solución de alginato de sodio del 3%), los

diámetros más frecuentes para las presiones de 0,1, 2 , y 3 kg/cm2 fueron 3-35, 2.38,1.41 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. Producción de las esferas de alginato. Efecto de la presióa de aire

(Concentración de alginato = 3%).

Presión de aire

0

I

2

3

Diámetro (rain)

3.33 --

2.38

1,4.1

1.13
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Tabla 4.4b. Producción de las esferas de aíginato. Efecto de la concentración de alginato
(Presión de aire = 3 kg/cm2).

Conc. alginato (%)

1
2

3
-i

Diámetro (ínin)

0.59
0.96
1.13
1.41

Tabla 4.4c. Producción de las esferas de alginato. Efecto de ía velocidad de alimentación.

(Concentración de alginato = 3%, presión de aire = 3 kg/cm2).

Vel. Alina, (ral/min)

Ll
30

150

325

Diámetro (mm)

1.13

1,1.3

1 . 1 3 •

1.13

Tabla 4.4d. Producción de las esferas de alginato. Efecto de la altura del extmsor (velocidad de

alimentación = 325 ml/mín, concentración de alginato = 3%( presión de aire = 3 kg/cm3).

Altura (m)

20

40

80

i
Esfericidad

(-)

2.61 ±0,71

1.74±0.67

1.00+0.00

La velocidad de alimentación no afectó eí diámetro de las partículas. Velocidades de entre 1.1 y

325 ml/min condujeron a la obtención de esferas con el mismo diámetro medio de 1.13 mm

cuando una solución de 3% de aíginato se alimentó a una presión de aire de 3 kg/cm2 (tabla 4,4c).

Finalmente, la distancia del extrusor a la superficie de la solución curadora no produjo

efecto alguno sobre la distribución de tamaños, sino más bien sobre la esfericidad de las

partículas generadas. El mejor resultado se obtiene con 0.8 m de distancia, ya que las

esfericidades (diámetro mayor/diámetro menor) de las partículas así obtenidas es de alrededor de

uno (1). Los materiales generados a menores alturas, produjeron partículas alargadas, con

esfericidades de 2.61 y 1.74, respectivamente (tabla 4.4d).
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En resumen, las condiciones idóneas de fabricación de tas esferas de alginato de calcio

para obtener partículas con diámetros medios alrededor de 1.5 mm y esfericidades iguales a uno,

son una presión de aire de 3 kg/cnr, concentración de alginato del 3%, velocidad de alimentación

tan alta como sea posible (325 ml/min y más) y una altura de 80 cm aproximadamente.

4.2.3 Caracterización física de las esferas producidas

Las densidades reales de las partículas 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 ml/g, como efecto de las diferentes concentraciones celulares presentes y en parte como

producto de las diferentes distribuciones de tamaños de partícula.

Las diferentes proporciones alginato/células dieron diferentes caigas celulares en

UFC/g pero algunas de estas combinaciones resultaron en geles muy débiles. Con base en
soporte'

una observación gruesa de este fenómeno, se considera recomendar la proporción de 2.54/18.8,

que equivale 3 una carga de 3.85xl014 UFC/g , la cual no es nada despreciable si se compara
soporte

con otros catalizadores de polímeros. Sánchez de la Vega (1996) reportó una revisión de varios

catalizadores preparados con células y polímeros naturales conteniendo de entre lxlO5 y 2.5xl0s

UFC/ml de mezcla.

Se desarrollaron algunas pruebas para determinar la cantidad de Ca+ + requerido para el

proceso de gelación. La concentración de alginato de sodio resultó de manera muy clara un factor

determinante para la determinación de los requerimientos de calcio, pero la proporción mg

Ca^/mg alginato fue 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

y 3% las proporciones fueron 2.07,1.079, 0.835 y 0.78 (esto es, entre mayor sea la concentración

de aíginato, menor será la proporción mg Ca++/mg aíginato). Cuando las células de

Pseudomonas estuvieron presentes en diferentes concentraciones en el gel, las proporciones mg

Ca+ +/mg aíginato fueron ligeramente superiores. Por supuesto, estos hechos están relacionados

con la difusión de los iones de calcio en los geles de alginato de calcio y alginato de calcio-células.
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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/1 de solución, valores que son importantes para ei cálculo de

los costos de producción.

4.2.4 Fracción vacía y humedad de las partículas producidas

La fracción vacía es un parámetro de suma importancia en el diseño de la columna empacada, ya

que determina parámetros de operación como la caída de presión al interior del sistema y el

tiempo de retención requerido para cierto grado de biotransformación. Por ejemplo, el tiempo de

residencia para una columna empacada operada en continuo se define por la relación:

O = V e / Q (1)

donde © es el tiempo de retención hidráulica en horas, e es la fracción vacía (adimensional), V es

el volumen activo de la columna (en litros) y Q la velocidad de alimentación en litros/hora.

Para determinar el valor de este importante parámetro, es necesario conocer la humedad

crítica, como medida del agua libre en la hidratación del gel (Quirazco, 1994). La curva de secado

para las esferas de algínato al 3% (de 1.13 mm de diámetro) se muestra en la figura 4.3. La

humedad total fue graneada contra la velocidad de pérdida de humedad dH/dt. la curva está

representada por tres secciones:

a) Donde la evaporación oculte a altas velocidades,

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

c) Donde la velocidad de secado disminuye drásticamente.
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o 20 40 60 80 100

Humedad (%)

Figura 4.3 Pérdida de humedad vs humedad porcentual para una partícula de
alginafo de calcio.

Cuando la partícula de alginato alcanza la humedad crítica (el punto que divide a la

sección b de la sección c), ésta se rehidrata en una solución 0.1 M de CaCl2< Por diferencia de

volúmenes se calcula la fracción vacía ( ya que ésta es la relación entre los volúmenes ínter e

íntrapartícula sobre el volumen total.

Las fracciones vacías y la humedad de las partículas de alginato de calcio producidas bajo

diferentes condiciones se muestran en la tabla 4.5. Primero, se determinó el efecto de la

concentración de alginato de calcio (manteniendo fijo el diámetro de las esferas en 1.13 mm). Se

encontró un valor promedio de ( de 0.6862 ± 1.3%. Los valores de humedad para este caso

oscilaron entre 93 y %% para las concentraciones de alginato de 3 a 1% (las esferas preparadas

con 4% de alginato no se evaluaron).

Cuando se usó una solución de 3% de alginato y se prepararon esferas entre 1.13 y 3.35

mm, la fracción vacía tuvo valores entre 0.634 y 0.694 con diferencias áximas del 10%, que no son

significativas. La humedad en todos los casos fue de alrededor del %%.
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Tabla 4.5- Efecto de algunos parámetros sobre la fracción vacía y ía humedad
de las esferas de aígíaato de calcio.

Diámetro^ 1.13

Conc.

Alginato

(%)

4
3

• i

1

.e

(-)

ND

0.6862

0,6734

0.6930

tora

¡ Hum.

(%)

92.0

93-0

95.0

96,0

Conc.AIginato—

Diámetro

(mm)

3.35

238

1.41

1,13

e

(-)

0.6875
0.6938
0.6346
0.6862

3%
Hum.

(%)

93-0 .
93.0
93.0
93.0

Diámetro^ 1.13 mm

Radio

alginato/

células

60

45
30

15

8

(-)

0.6853
0.5777 '

0,6354
0.6428

Hum.

(%)

83.0

84.5

85.5
87.0

Conc: concentración, Hum: humedad

Finalmente, las esferas de diámetro 1.13 mm y proporciones algínato/células entre 15 y 60

tuvieron fracciones vacías de entre 0.578 y 0.685, con valores de humedad entre 0.83 y 0.87%.

Este efecto fue el más interesante, si se compara con el observado para esferas con diferentes

diámetros o concentraciones de alginato, pues significa que podemos manipular una fracción

vacía deseada, al combinar diferentes proporciones de alginato y células.

4.2.5 Caracterización cinética

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

2,4)6TCF a diferentes concentraciones, para ía ecuación

C - Co exp (-ki t) (1)

Los parámetros reportados son Co, kj, tj/2 y el factor de correlación r. En términos

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

experimentos, lo que es normal. Quizás el caso menos afortunado es el de las experiencias con

2,4,6TCF. No fue posible observar ninguna tendencia clara en cuanto a la concentración de los

compuestos al inicio del experimento y los valores de kj. En el caso del 2CF, ésta varió entre

0.0724 y 0.326.
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Para las pruebas con 2,4DCF y 2,4,610? osciló entre 0.129 y 0.236 y 0.048-0.1583 h*1,

respectivamente. Es importante recordar que las experiencias desarrolladas con 2,4,6TCF tuvieron

una concentración máxima de 300 mg/í, ya que el biocatalizador no es capaz de biodegradar

soluciones con concentraciones mayores de cíorofenoles.

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

Fenol

2CÍ-

2/íÜCl-

2.4.6TCP

Parámetro

C/mg/1)

k(h,l)

r(0
Co(mg/1)

kflrt)

ha®
r(-)

kai-D

r(-)

Concentraciones (rag/I)

25

23.83

0.0724

9-57

0.89

20.73

0.142

4.88

0.91

12.5

4.37

8.76

0.62

50

50.30

0.0999

6.93

0.89

5196

0.1.492

164

0.98

43.55

14A

28.76

0.51

70

62.83

0.2424

2.85

0.98

65.97

0.129

5.37

0.95

68,56

" ~ ^ 5 l
10.9

0.91

100
92.02

0.0972

7.13

0.89

79.04

0.1533

4.52

0.90

60.18

724

14.48

0.51

300

287.78

0.2.132

3.25

0.99

314.16

0.1961

3.53

0.97

287.27

7.60

15.2

0.89

500

462.3.1

0.2140

3-28

0,98

530.19

0.1963

3.53

0.98

Níí

m
NE

NE

700

760.14

0.3257

2.12

0.98

602.43

0.2365

2,93

0.98

NE

NH

NE

NE

1000

1004,7

0.2256

3-07

0.990

979.08

0.2512

2J6

0,99

NH

m
NE

NE
NE: ?ío evaluado.

Las tendencias de kj no ftieron muy claras como se indicó anteriormente. Si los valores de kj para

los tres compuestos en cuestión se comparan a la concentración de 25 mg/1 (la más baja de todos

los experimentos), se observará que los más altos valores de kj 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/í el mayor valor de kj se

encontró para el 2,4DCF, mientras que para 70, 300, 500 y 700 mg/1, los mejores valores de kj

fueron para el 2CF.

El valor de ty2, reportado en la tabla 4.6 representa el tiempo requerido para degradar el

50% de la concentración inicial del compuesto tóxico, definido por la ecuación:

ti/2 (2)
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Como se observa en la tabla, los valores de tw2 para el 2CF fueron 9.57, 6.93, 2.85, 7.13,

3.25, 3.28 y 3.07 horas. Para el 2,4DCF los tiempos de vida media fueron de 4.88, 4Mt 5.37,4.52,

3-53, 3-53 y 2.76 horas. Finalmente, para eí2,4f6TCF los valores encontrados fueron 4.37, 14.4,

5.45,7.24 y 7.6 horas.

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 (0.51-0.91). Esto significa que la degradación del 2,4,6TCF no es tan bien modelada por

la ecuación propuesta.

4.2.6 Pruebas de biodegradación con las esferas de alginato de calcio

Las pruebas de biodegradación fueron realizadas con las esferas de alginato empacadas en una

columna de 27 mi de capacidad. En la figura 4.4 se muestran los valores experimentales de las

pruebas con F, 2CF, 2,4DCF y 2,4,6TCF. Las líneas representan la ecuación de primer grado antes

propuesta; En la tabla 4.7 se resumen las principales características de las pruebas.

1400

• F
• 2CF
• 2,4DCF
• 2,4,6TCF

120 150 210

Tiempo (h)

Figura 4.4 Cioétíca de degradación de clorofenoles coa las esferas de
algífiato de calcio-células.
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Tabla 4.7. Resultados de las corridas de biodegradación con la columna
empacada de algmato de calcio.

Compuesto

F
20F

2,4DCF

2,4,6TCH

Conc. (mgfl)

Í000

500

400

100

Soporte

lMlxlO8

1.40X109

6,90xlO6

9.60x106

Tiempo de

operación

<h>
120

1.09

160.5

210

Remoción

(%)

98.0

95-0

98.0

97.0

VED
mg/Ldía)

669.2

345.9

190.7

37.9

VBD específica

(mg/UFC,día)

x lO 1 0

58.4

3.31

3.86

55.3

VBÍ), velocidad de biodegradación

Para el experimento con 1,000 mg/1 de F, el tiempo de operación fue de 120 horas,

suficiente para degradar eí 98% del F inicial, mientras que en el caso del 2CF (500 mg/1), 2,4DCF

(400 mg/í) y 2,4,óTCF(100 mg/1) se requirió de 109,160.5 y 210 horas para alcanzar una remoción

total de 95,98 y 97%, respectivamente.

!Bstas remociones combinadas con los tiempos de operación generan velocidades de

consumo o biodegradación de clorofenoles (VBD). En eí caso de las VBD específicas, se tomó en

cuenta eí promedio de la caiga celular en la columna (entre las condiciones iniciales y finales de la

prueba) como UFC/gSQ te. Las VBD estuvieron entre 38 y 670 mg/í.día para eí 2,4,6TCF

2,4DCF 2CF < F, congruente con las toxicidades MICROTOX (Blum y Specee, 1991) de dichos

compuestos: 1.9,2.0,18 Y18 mg/1 como EC50.

• . DapaahyHill (1992) estudiaron la biodegradación de una mezcla de F y 4CF con células

libres de Pseudomonas pulida . Ellos reportaron VBD de 64 mg/Ldía para 500 mg/1 de F y de 13

mg/Ldía para 100 mg/1 de 4CF.

Westmeier y Rehm (1985) emplearon células de Alcaligenes sp. Atrapadas en esferas de

alginato de calcio en la degradación de 4CF. Reportaron actividades o VBD de 269-514 mg/Ldía

para concentraciones de 0.25-0-5 mg/1 de 4CF.

Lee et al. (1994) estudiaron el uso de una mezcla de seis microganismos identificados,

inmovilizados en alginato de calcio, para la biodegradación de F, 2CF, y 7.4DCF. Estos autores

encontraron VBD de 181-1000 mg/l,día para 200-500 mg/1 de F, 1042.96 mg/l.día para 10-35 mg/1

de 2CF y 40-80 mg/l.día para 20-40 mg/í de 2,4DCF.
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Shwu-ling et al. (1995) inmovilizaron células de Rhodococcus sp. En carbón activado

granular y en esferas de alginato de calcio para la degradación continua de F. Ellos probaron el

sistema con 5004500 mg/1 de F y encontraron que el sistema con carbón activado granular tuvo

VBD de hasta 2,910 mg/l.día, mientras que el biocatalizador de alginato de calcio tuvo VBD de

2,100 mg/l.día. También reportaron que al sistema le tomó 10 días antes de que la concentración

del efluente íuese menor que la concentración del influente (periodo de aclimatación).

Comparando los valores reportados en la literatura para algunos catalizadores con los

obtenidos en este trabajo, se puede decir que el bíocatalizador desarrollado presenta buenas

velocidades de biodegradación y es aplicable a fenol y algunos clorofenoíes.

4.3 CARACTERIZACIÓN DE LOS DIFERENTES AAEDIOS DE SOPORTE

4.3.1 Caracterización de ios distintos soportes

las características fisicoquímicas de los soportes evaluados se resumen en la tabla 4.7. Una mezcla

de mallas 12, 14 y 16 (diámetros equivalentes de entre 1.13 y 1.41 mm) de los soportes se

caracterizaron como se describió en materiales y métodos. Los contenidos de humedad fueron de

0% para los soportes rígidos y del 93% aproximadamente para el alginato de calcio. La

solubilidades en ácido e hidróxido, así como el valor de pérdida por ignición son una manera

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

resultados, la arena mostró la mayor dureza, seguida del tezontle y el carbón activado. Es

interesante observar que el carbón activado mostró un alto valor de pérdida por ignieión (16%).

los valores de porosidad fueron considerablemente altos para todos los catalizadores (entre 52%

para la arena y el 68% para el carbón 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 fracción vacía calculada para el

catalizador. Este valor, de 0.74 significa que el 74% del catalizador está formado por agua libre.

Finalmente, las densidades de los productos vanaron entre 1.38 (para el carbón activado) y 3.15

mg/ml para la arena.
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Tabla 4.8 Características fisicoquímicas de los soportes.

Material

Arena
Tezontle
Carbón
activado

Ca-alginato

Densidad
aparente

fg/ml)
1 . 4 9 •• •

0.77
0.27

0.95

Densidad
real (g/ml)

3.1.5
2,60
1.38

2.01.

Porosidad
(%)

51,81.
65.09
68.00

C ssr (] "'A

Solubilidad
en HC1 (%)

0.221
3.23
17.60

m

Solubilidad
en NaOH (%)

0323.
1,36
11.66

iNE

Pérdida por
ignición (%)

(¡.45
0.73
16.11

Mí

e Representa la fracción vacía promedio, ME no evaluado

4.3.2. Determinación de la colonización de los diferentes soportes por

Pseudomonas üuorescens

En la tabla 4$ se muestran las WC/gmpoat,} UFC/mL^^ y UFC/ml^^, medidos con el método

antes descrito. Las UFC/gSOfiOr[e,encontradas estuvieron entre 8.43xl04 y 4.69xl015) para la arena y el

carbón activado, respectivamente. Klein y Zíehr (1990) reportaron un intervalo de biomasa

inmovilizada en carbón activado y vidrio poroso de 1.86xl06 y 4.0xl09 UFC/gsopo!te,

respectivamente. Los valores encontrados para el carbón activado en este trabajo para tezontle y

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

Tabla 4.9 Caigas celulares evaluadas para los difemetes soportes.

Soporte
Arena

Tezontle
Carbón activado

Alginato de calcio

Porosidad (%)

51.81

65.09
68.00

e - 0.74

8.43x10"
1.39x10"
4.69xl015

3.85xl0H

UFC/ml, ip(),w

2,67x10" •
5.34x10'°
3.3&1O15

1.91x10"

5.67x10"
1.80x10"
173x10*
4.03xl0H

En la misma tabla se reportan los valores de porosidad o de fracción vacía de los soportes

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

una relación. Schneider et al., 1990, evaluaron el factor asociado a superficie en la formación de

biopelícuías, especialmente en el efecto de la porosidad del material sobre la formación de la

biopelícula.
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En la tabla 4.10 se presentan los resultados de la caracterización de íos soportes en

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

ecuación de Freundlicfy reportados en la literatura se incluyen con fines comparativos.

Tabla 4.10 Características de adsorción de ios soportes estudiados.

Soporte

Carbón

activado

Tezontle

Ca-alginato

Arena

Compuesto

Fenol

2-clorofenoí

2,4-dicfofofenoI

2,4,6-tricIorofenol

Fenol

Fenol

Fenol

Adsotcíóa

máxima (%)

79-84

94.03

NR11

9974

99.84

8.12

13.21

0

K

2.00

0.0478"

322.40

262.5b

238,28

147.53

1.68

1.59

-

n

1.93

2.44;í

1.48

11.90'

1.87

2.25

1.49.

1.52

-

R

0.99

NRn

0.94

NRb

0,98

0.97

0.95

0.96

....
aDeSingeryYea,1980.
bde Vidic et«?., 1992., NR ao reportado.

4,3.3 Caracterización de las mezclas de tezontle

La caracterización del material con distintas distribuciones de tamaño de partícula se muestra en

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

presentaron en el intervalo de 0.77 a 0.93 mg/l. Los valores de solubilidad, como ya se indicó

anteriormente emulan una prueba acelerada de desgaste de materiales. La mezcla con mayor

dureza es la proporción de gruesos, seguida por la de finos y finalmente los medios. Con respecto

a la capacidad de las mezclas de ser colonizadas por la bacteria Pseudomonas fluorescens, es

interesante notar que los finos y medios lograron una buena adhesión celular (alrededor de 109

UFC/ga,^), pero la porción de gruesos mostró la mejor carga celular (alrededor de 10 n gR)p0!te).

Quizás el parámetro más interesante a evaluar sea la porosidad del material. De acuerdo con este
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parámetro, la mezcla de medios tuvo la mayor porosidad (65%), seguida de los finos (44%) y al

final la porción gruesa (21%). Ya que ésta es una característica muy importante para la selección

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

Tabla 4.11 Caracterización de las mezclas de tezontle.

Mezcla

Finos

Medianos

Gruesos

Mallas

16,18 y 20

12,14 y 16

6,8ylO

Porosidad

<*)

44,08

65,09

61.28

Densidad

aparente

(g/ml)

0,9378

0.7700

0,8594

Deflsidad

real

(g/ml)

1,7
1 U

2.2

Solea

HCt

(%)

3.47

3.23

1,88

Sol en

NaOH

(%)

0.897

1.360

0,197

8.5xl09

1.4X109

UxlO15

4.4 DEGRADACIÓN DE COMPUESTOS FENOUCOS SIMPLES EN

OPERACIÓN POR LOTE. COLUMNA DE 27 ML DE CAPACIDAD

4.4.1 Comparación del desempeño de las columnas empacadas con carbón

activado, tezontle y alglnato de calcio

Se Uevó a cabo una comparación del desempeño de las columna empacadas con alginato de

calcio, tezontle y carbón activado. En la Tabla 4.12 se muestran las remociones porcentuales, los

tiempos de degradación y las velocidades de biodegradadón calculadas. Se debe recordar que se

fijó trabajar con una eficiencia de remoción igual o mayor al 95%-
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Tabla 4.12. Resultados de ías pruebas con la columna empacada con tezontle, alginato de calcio y
cafbón activado.

Empaque

•Tezontle

•Tezontle

Tezontle

Aiginato de

calcio

Carbón

activado

Compuesto
tóxico y pone,

mg/1
Fenol, 100

Fenol, 500

Fenol 1000

Fenol, 1000

Fenol, 1000

Peso de

soporte

ÍSÍ
31.74

3172

31,60

23,65

6,64

Biomasa

(UKVfe»)

2,48x10"

5,67x10"

2$bdO t

2,80x10*

7i3xl09

Degradación

<%)

95,4

95,0

95,2

97,5

100,0

Tiempo
(lloras)

%
21.6

190

120

24

Act
volumétrica
mg frnoJ/l.día)

82

181

• 413

669

3,422

Primero hay que observar las diferencias entre las experiencias degradando fenol a 100,

500 y 1,000 mg/1 en la columna de tezontle. La cantidad de soporte en la columna se mantuvo

constante. La carga biomásica reportada corresponde a los valores al finalizar la prueba y como se

ve, osciló éntrelo7 y 10n UFC/g(ílt. Es difícil repetir experiencias en la columna con una misma

cantidad de biomasa fija, ya que ésta varía de prueba a prueba. Los valores de biodegradadón para

las tres pruebas fueron de más del 95% para tiempos de %, 216 y 190 horas, respectivamente.

Calculando las velocidades volumétricas, encontramos valores de 82,182 y 413 mg/l.dfa, lo que

significa un aumento de la actividad en un 200 y 400% con respecto a la actividad inicial de la

columna.

Al comparar las experiencias con la columna empacada con tezontle, con ías esferas de

alginato de calcio y carbón 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 y 6.6 g, respectivamente). Por otro lado, el sistema de

inmovilización para las tres columna es es distinto. En el caso del tezontle, la inmovilización es del

tipo de adsorción en un soporte muy poroso, mientras que en el caso del alginato de calcio, se

trata de una inmovilización por atrapamiento. Finalmente, para el caso del carbón activado, se

trata de una inmovilización por adsorción a un soporte conocido por sus excelentes

características de adsorción.

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

células medidos al final fueron de órdenes de magnitud diferentes 10", 108 y Í09
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para las pruebas con tezontle, alginato de calcio y carbón activado respectivamente. Las

degradaciones alcanzadas fueron de 95-2 , 97.5 y 100%, pero los tiempos de degradación fueron

de 190,120 y 24 horas, respectivamente. Estas grandes diferencias en el tiempo dan como

resultado actividades volumétricas de 413, 669 y 3,422 mg/l.día, esto es un aumento de mas de 1

50% y 800% si se considera como base la actividad de la columna de tezontle. No hay que olvidar

las características de adsorción del carbón activado, en comparación con las del aíginato de calcio

y el tezontle, así como sus capacidades para retener células, fundamentalmente.

Ya que el excelente desempeño del carbón activado se debe a su gran capacidad de

adsorción, lo cual significa que los compuestos no son modificados, sino solo cambian de fase,

este no fue seleccionado para ser utilizado como soporte para las bacterias con capacidad de

degradación de clorofenoles.

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

catalizador de tezontle inoculado con Pseudomonasfluorescens.

4.4.2 Algunas pruebas de degradación de clorofenoles solos en ía columna

empacada con tezontle

Se llevaron a cabo algunas pruebas de degradación de cíorofenoles por separado. Los resultados

más relevantes se muestran en la tabla 4.13 Como se puede observar la concentración inicial de

fenoles no fue la misma para las diferentes pruebas. Se reportan los resultados en cuanto a la

desaparición de fenol o COT al tiempo final y a las 24 horas de proceso. También se indica la

variación 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 Biodegradación de clorofenoles con las células inmovilizadas

Como se puede observar en las figuras 4.5,4.6 y 4.7, P.fluorescens degradó el 2 cíorofenol (2CF),

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

700 y 800 mg/1, respectivamente. En términos generales, la mayor proporción de clorofenoles
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fueron degradados durante las primeras 24 horas. Las actividades volumétricas (mg/l.día) de las

columnas empacadas, serán discutidas en los siguientes apartados.

Tabla 4.13- Resaltados de las pruebas de degradación de clorofeaoles por separado.
Remociones y ÜFC/g

soporte"

Compuesto

(mgfl)
*

2CH (500)

2/íDCF (500)

2,4,óTCF(4OO)

rCP (200)

¥

(24 h)

93.02

92.50

92.29

35.08

Remoción porcentual

%

V

(total)

98.18

96.49

93.68

71.21

COT

(24 h)

60.84

50.70

46.93

23.73

COT

(total)

60.84

56.55

48.06

27.69

pftypHf

*

6.22/6.3

6.80/7.0

6.50/7.0

6.11/6.36

ApH

*

0.08

0.20

0.50

0.25

"soporte

*

5xlO7

3.4xlO7

lxlO4

l.lxlO6

o 10 20 30 40 SO

Tiempo (h)

70

Figura 4.5 Ciaética de degradación de 2CF.

90 100
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Figura 4.6 Cinética de degradacióa de 2,4DCF.
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Figura 4.7 Cinética de degradación de 2,4,6TCV.
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4.4.4 Desarrollo del materia! celular en la columna

En la figura 4.8 se presenta el contenido de células en las tres columnas empacadas con tezontle,

en función de la concentración del compuesto tóxico empleado. Como se puede observar, los

niveles de células oscilaron entre W y 1010 UFC/g soporte ta tendencia observada en la granea es

la siguiente: a medida que la concentración de la sustancia tóxica se incrementa, la biomasa crece,
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lo que significa que hay asimilación. Este comportamiento fue el mismo para los tres compuestos

hasta una concentración de 200-300 mg/1. A partir de este punto la biomasa se mantuvo

constante, para empezar a decrecer a los 300 y 400 mg/1, dependiendo de el compuesto tóxico en

cuestión, lo que implicaría que empieza a haber efectos tóxicos. Extrañamente, para la

concentración de 600 mg/1 (en los tres casos) se observó un nuevo incremento en la biomasa

total No se tiene una explicación para este efecto.

Estas observaciones indican que a mayor cantidad de sustrato carbonado sea

suministrado, mayor será la producción de células, mientras no se alcancen niveles de

concentración que presentan un efecto inhibidor al sistema (200-300 mg/1).

1.0O&-11

Q¿ 1.006*10 •

© LOOG+OS

© 1.006*06
Vi

30? 1-0OE*O7 •

r ^ 1.00&06

^ 1.00&05

1.00E*O4

2 CF
-*-2,4DCF

2,4,6 TCF

50 100 200 300 400 500 600 7CO

Concentración de fenol, mg/L

Figura 4.8 Carga celular de la columna empacada.

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

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

4.4.5 Relación entre la actividad de la columna y la concentración del

compuesto tóxico empleado
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En la figura 4$ se resumen las actividades volumétricas de las columnas empacadas cuando

trataron 2CF, 2,4 DCF y 2(4,6TCF. Las actividades oscilaron entre 50 y 2,500 mg/l.día,

dependiendo de la sustancia tóxica y su concentración. En términos generales la actividad fue

mayor entre más alta fue ía concentración del clorofenol. Esta tendencia cambió a una

concentración de 500, 400 y 600 mg/l para el 2CF, 2,4 DCF y 2,4,6TCF, respectivamente. A partir

de este punto la actividad empezó a disminuir en todos los casos. Se puede generalizar diciendo

que las actividades volumétricas fueron iguales, para los tres compuestos en el intervalo de 50-200

mg/l. Entre 200 y 500 las actividades para cada compuesto se separan. Las mejores actividades las

presentó la columna alimentada con 2,4)6TCF, seguida de la columna alimentada con 2CF y

finalmente ía alimentada con 2,4DCF. Por arriba de 500 mg/l las actividades del la columna con

2CF y 2,4 DCF son muy similares e inversamente proporcionales a ía concentración de cada

compuesto. Finalmente, la actividad de ía columna que trató 2,4,6 TCF aumentó hasta los 600

mg/l y disminuyó un poco a 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 parámaetros definitivos que se considerarán en el

diseño estadístico de los siguientes experimentos.

2500

2000

;/l
.d

ía

•o

1500

1000

500

- * - 2CF

-*- 2,4DCF

2>4,6TCF

50 100 200 300 400 500

Concentración de fenol (mg/l)
600 700

Figura 4.9 Actividad de la columna de tezontle eü fijación de la concentración de tóxicos.
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4.4.6 Operación de ía columna de 27 mi. Clorofenoies simples

El sistema fue capaz de remover entre el 90 y el 100% de la concentración inicial de fenol o

clorofenoies. Las máximas concentraciones probadas fueron 1000,600,600,700 y 300 mg/1 para el

F, 2CF, 2,4DCF, 2,4,6TCF y pCF, respectivamente. En la figura 5-10 se muestra un diagrama típico

de la degradación de dichos clorofenoies. En este caso se trata del 2,4,6TCF a una concentración

inicial de 600 mg/1- Las barras indican la variabilidad de tres experimentos desarrollados de forma

no secuenciaí. Además, los resultados de una prueba abiótica (en la que la columna fue empacada

con tezontle estéril). Como se observa, el 2,4,6CF no desaparece abéticamente, En general, el

tiempo de degradación fue muy dependiente del tipo de compuesto tóxico y su concentración.

Para, todos los clorofenoies probados, la mayor parte del material se degradó en las primeras 24

horas, pero el proceso flie detenido hasta que se alcanzó una eliminación del 95%. Entre más

grande fue la concentración inicial, más corto fue el tiempo de proceso para concentraciones

entre 50 y 600 mg/1 Para el experimento de 700 mg/1, se observó un incremento en el tiempo del

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

Prueba abiótica
6oo¡ i ' ^ M U

Tiempo, horas

Figura 4.10. Variabilidad de las pruebas y resultados de la prueba abiótica.

(2,4,6TCF, 600 mg/1).
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Ivas actividades de la columna empacada o velocidades de biodegradación VBD (en

mg/l.día) toman en cuenta la cantidad de material degradado, el volumen empleado y 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 biodegradadóii o actividades de la columna empacada con tezontle,
ea mg/l.día.

Concentración,
rag/1

50

100 ,

200

300

400

500

600
700

1000

Velocidad de biodegradación VBD, en mg Adía

-

82
-

-

132
-

413

2CF.

43

73

688

1.038

1,779

1,638

72
-

-

2.4DCF

45
69

656

986

1,388

1,669

729
-

-

2,4,6TCF

52

83

770

1,731

1.765

1,983

2,043

2.193

-

16

16

204

100
.

-

Como procedimiento general, cada compuesto fue probado en concentraciones sucesivas

hasta que se observó una disminución en la velocidad de biodegradación. En el caso del fenol,

sólo se probaron concentraciones de 100, 500 y 1000 mg/1. Es interesante notar que las

velocidades de biodegradación de los clorofenóles resultaron mayores a las del fenol, a pesar de

que éstos son más tóxicos que el compuesto no-sustituído. No se tiene una explicación detallada

sobre este comportamiento, que no corresponde con el reportado por otros autores. Dapaah y

Hill (1992) midieron la degradación de fenol y 4-clorofenol por medio de células libres de

Pseudomonas putida. Ellos alcanzaron actividades o velocidades de biodegradación de 64

mg/l.día para 500 mg/1 de fenol y 13 mg/l.día para 100 mg/1 de 4-clorofenol. Westmeier y Rehm

(1985) emplearon células de Álcaligenes sp. atrapadas en esferas de alginato de calcio para la

degradación de 4-clorofenol. Ellos reportaron actividades en el intervalo de 269 a 514 mg/í.día

para concentraciones iniciales de 0.25 a 0-5 mg/1 de clorofenol. Por otro lado, Lee et al. (1994)

estudiaron el uso de una mezcla de 6 microrganismos identificados, inmovilizados en esferas de
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alginato de caído en la biodegradadón de fenol, 2dorofenol y 2)4diclorofenoí. Estos autores

reportaron actividades de 181-1000 mg/l.día para concentraciones de 200 a 500 mg/1 de fenol, de

10 a 12.96 mg/l.dia para 10 a 35 rpg/1 de clorofenol y de 40 a 80 mg/I.día para 20 a 40 mg/1 de

diclorofenol. En el caso del pentaclorofenol no hay mucha información disponible en cuanto a

sistemas inmovilizados, pero existe una excelente revisión sobre la degradación de

pentaclorofenol, publicada por McAllister et al., 1996.

4,4.7 Carga biomásica del biofiltro

Es necesario resaltar que todas las remociones y velocidades de biodegradación reportadas están

relacionadas con la carga másica. En la figura 4.11 se muestra la carga celular de la columna

medida como las UFC/gw)1IC para las diferentes experiencias de biodegradación.
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Figura 4.11 Carga biomásica como una función de la concentración de fenoles en la prueba.

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

muy similares entre sí. En todos los casos iniciaron con una carga de alrededor de 105 y
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aumentaron a medida que la concentración del tóxico fue incrementada hasta valores de 109-1010

UFC/g^, para concentraciones de 200-300 mg/1 de los clorofenoles. A partir de este valor, se

observó un decremento en la carga celular hasta valores de 10M0 que fueron alcanzados a

concentraciones de alrededor de 500 mg/1. Después de este punto se observa un nuevo

incremento en los valores de UFC/g^, pero no se tiene una explicación para este fenómeno.

Seguramente, estos eventos están relacionados con la toxicidad del efluente y del afluente

generado. 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 clorofenoles al mismo tiempo, sin el efecto de la historia de la

columna.

En el caso del PCF, la concentración inicial de biomasa fue de W UFC/g^ cuando la

concentración del compuesto llegó a 200 mg/1, la carga fue de 107 UFC/g,^. Finalmente, a las

mayores concentraciones de pentacíorofenoí (300 mg/1) la biomasa fue de alrededor de 10" UFC/

g,,|B;.,,,. En todos los casos la carga celular fue menor que la entrada para los demás clorofenoles.

La columna que sólo trató F presentó, en cambio, mayores concentraciones de carga

celular. Empezó con un valor de aproximadamente 1Q5 WC/gxl¡wl. y alcanzó hasta 1012 UFC/g^

para el caso de una concentración de F de 500 mg/1. Para la prueba de 1000 mg/1, 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 a 0.42 mg/1.

4,4.8 Efecto de la reloción C/N sobre ta VBD de la columna

Durante los experimentos de degradación antes descritos, se utilizaron las sales minerales

incluidas en el medio Dapaah y Hill (1992). En esta serie de experimentos se varió la relación C/N

modificando la proporción de la fuente de nitrógeno ((NH^SO^) y manteniendo la cantidad de

fuente de carbón. La relación C/N fue fijada a valores de entre 0.5 y 2 para el 2CF, 2,4DCF y

2,4,6TCF a una concentración inicial del CF de 300 mg/1. Las experiencias de degradación se

detuvieron al alcanzar al menos 95% de degradación. Se calcularon las actividades de la columna y

se granearon contra la relación C/N. En la figura 4.12, se muestra el comportamiento de esta
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función para el caso del 2,4,6TCF. Como se muestra claramente, existe una función inversamente

proporcional entre la actividad de la columna y la razón C/N. Este comportamiento es igual para

los otros dos compuestos y tiene interesantes implicaciones para la operación del bíoflltro. La

necesidad de adicionar nitrógeno al influente a tratar, es común para algunos sistemas de

tratamiento biológico. Si se determinan adecuadamente las relaciones C/N requeridas, es posible

manipular la actividad biológica de la columna, disminuyendo el volumen requerido para alcanzar

las eficiencias de remoción necesarias.

0,S I 1,5 2

Relación C/N
2.S

Figura 412. Velocidades de biodegradación de la columna como una función
de la relación C/N.

4.4.9 Degradación de clorofenoles y COT

En la figura 4.13 se muestran los valores de COT en la biodegradación de 2CF, 2.4DCF, 2,4,6TCF

y PCF. Es notable que mientras el valor de COT para el mono-, di- y tridorofenol se ve reducido

considerablemente, para el caso del penta-sustituído este valor es prácticamente constante en el

mismo período. De hecho el experimento con PCF se continuó por más de 100 horas y ningún

cambio fue detectado. Las líneas sólidas muestran los datos de biodegradación ajustados a una *

ecuación del tipo COT = COT0 e
k2t, donde COTQ es la cantidad inicial de COT, k es una

constante cinética y t, el tiempo de proceso.
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Figura 4.15. Valores de COY es fuacióa del tiempo de degradados.

Los valores de remoción ele CF y COT se encuentran reportados en la tabla 4.24, Se

presentan los valores de la degradación de fenoles y COT a las 24 horas de proceso, cuando la

mayor parte del 2CFf 2,4DCF y 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

valores corresponden al 2,4,6TCF (el segundo mejor valor en cuanto a la VBD) y el 2}4DCF (el

tercer valor en relación a la VBD). El valor más bajo corresponde al PCF, tres veces menor que el

de los otros compuestos mencionados. Todos los experimentos fueron llevados a cabo a un pH

inicial de 7.0, y aunque no se siguieron cinéticas de pH durante el proceso, se midió 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

más se observa la similitud entre los procesos de degradación de los clorofenoles y el del

pentaciorofenol específicamente. La observación de estas evidencias, junto con algunas

experiencias llevadas a cabo con ayuda de la cromatografía de gases, hace pensar que el
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mecanismo de degradación del los CF es la decloración del intermediario alifático después de la

ruptura del anillo aromático (para el 2CF, 2,4DCF y 2,4>6TCF) como ha sido sugerido por

Uotila(1993) para la decloración de mono y dicíorofenoles por los géneros Pseudomonas,

Arthrobacter y Rodococcus. En cuanto al mecanismo de degradación del PCF, el mecanismo es

evidentemente otro, quizás la dehidroxilación, como lo revisa Uotila (1993) para la degradación

de fenoles policlorados por los géneros Pseudomonas, Corynebacterium,,Rhodococcus,

Mycobacterium, Arthrobacter, Streptomyces yFlavobacterium.

Tabla 4.15. Remoción de CF 's y COT a las 24 horas de proceso.
Concentración de 300 mg/l. para cada CF.

Coacepto

Remoción cíe CF, %

Remoción cíe COT, %

CF/COT, %

pH

2CF

86

63
73

5.9

2,4DCF

89
47

53
6.1

2,4,6TCF

94
71

7 5 •

6.1

PCF

59
14
24
6.9
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4.5 DEGRADACIÓN DE MEZCLAS DE FENOLES EN OPERACIÓN POR

LOTE. COLUMNA DE 54 MILILITROS DE CAPACIDAD

4.5.1 Biodegradación de las mezclas de clorofenoles

Las concentraciones de clorofenoles en las muestras fueron de 200, 400, 600 y 800 mg/1. En la

figura 4.14 se muestran los perfiles de concentración de fenoles totales (medidos con el método

de la antipirina) como una función del tiempo. Las corridas de biodegradación fueron

interrumpidas al alcanzar una remoción de clorofenoles del 95%, salvo en el caso de la experiencia

con 800 mg/1. Para las experiencias con 200,400 y 600 mg/1 de CF los tiempos aproximados fueron

de 123, 64 y 89 horas respectivamente, aunque la mayor parte del material desapareció en las

primeras 15 a 20 horas. El caso de la mezcla de 800 mg/1 fue completamente diferente. El

experimento fue detenido a las 281 horas, pero la remoción de fenoles totales no alcanzó más del

50%. Algunos problemas con el método de la aminoantipirina fueron detectados, como la

formación de colores diferentes a los esperados. Se decidió detener la prueba y hacer los análisis

de las concentraciones iniciales y finales por medio de cromatografía acoplada a espectrometría

de masas.

En la figura 4.14 las líneas sólidas representan la ecuación

(2)

donde CFQ es la concentración inicial de clorofenoles (mg/1), kj es una constante cinética

(horas'1) y t, el tiempo de proceso (horas). Los resultados son resumidos en la tabla 4.16, con

concentraciones iniciales y finales determinadas por cromatografía 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/í solo 26.23 mg/í de CF permanecieron (remoción del 87 %), dando una velocidad de

biodegradación de solo 33-9 mg/l.día. En el experimento con 400 mg/1 permanecieron sólo 10.8

mg/1 de clorofenoíes totales (remoción del 97.29%), dando una VBD de 145-9 mg/l.día. La tercera

experiencia dio los mejores resultados, ya que sólo 17.84 mg/1 de los 600 iniciales fueron
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detectados al final de la experiencia (remoción del 97.02%), dando una VBD de 156 mg/ldía. La

prueba con la concentración mayor falló, ya que 699 de los 800 mg/1 iniciales permanecieron al

final del proceso (remoción del 12.56%), dando una VBD de 8.58 mg/l.día.

Figufa 4.14 Ciaétíca de degradación de fenoles totales en función del tiempo para las
mezclas de 200, 400, 600 y 800 mg/í de CFT.

Tabla 4.16. Biodegradación de las mezclas de clorofenoles.

Conc.

inicial

mg/I

200

400

600

800

Coac. final

mg/1

26.23

10.80

17.84

699.51

Remoción

%

86.88

97.29

97.02

12.56

Tiempo de

proceso, h

123

64

89

281

VBD

mg/l.día

33.90

145.94

156.98

8.58

Biomasa

inicial

W S S O p o r t e

MO4

1x10*

1.3xl07

7xlO4

Biomasa

Final

^ s o p o r t e

MO2

7xlO4

lxlO4

2xlO4

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

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

negativo en la carga celular inmovilizada en la columna, con un mínimo de de 1 xlO2
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UFC/g D t El primer experimento inició con 400 mg/1. Durante la prueba la biomasa aumentó

en 7 veces. En la segunda prueba (600 mg/1) se inició con 107 y terminó con 104 UFC/g t

lo que significa una disminución de 3 órdenes de magnitud, debida a la toxicidad del efluente a

tratar. En el tercer experimento (800 mg/1), una nueva disminución en la biomasa fue observada.

La última prueba se llevó a cabo con la mezcla de 200 mg/1 de concentración. En ésta, fue

observada una disminución de dos órdenes de magnitud, quizás no relacionada con la alta

toxicidad del efluente, sino con la baja disponibilidad de fuente de carbón para las bacterias

inmovilizadas.

En las tablas 4.17, 4.18, 4.19, y 4.20, las concentraciones iniciales y finales de los fenoles

específicos, las remociones alcanzadas y las VBD, se comparan. En la tabla 4.17 se muestran los

valores de la experiencia con 200 mg/1 Las remociones de los fenoles específicos oscilaron entre

77.6 y 99-8%, dando VBD de 7.57 a 9.74 mg/l.día. Las remociones globales y la VDB fueron de

86.88% y 33.9 mg/Ldía, respectivamente.

La prueba que inició con 400 mg/1 de cíorofenoles totales, alcanzó mejores remociones de

los clorofenoies específicos (94.55-99.99%); así como VBD entre 34.49 y 37.27 mg/Ldía. Las

remociones globales y la VBD alcanzaron cifras de 97.29% y 145-94 mg/l.día, respectivamente,

como se muestra en la tabla 4.18,

Tabla 4.17. Experimentos con mezclas de 200 mg/1 de fenoles totales.

Compuesto

2,4DCF

234jfffeCF

PCF

TF

Concentración inicial

mg/1

50

50

50

50

200

Concentración final

mg/1

. 0.078

4.084

10.901

11.174

26.237

Remoción

%

99.80

91.83

78.19

77.65

86.88

VBD

mg/l.día

9.74

8.95

7.62

7.57

33.9
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Tabla 4.18. Resultados de ios experimentos con mezclas de 400 mg/í de fenoles totales.

Compuesto

2,4DCF

2,4,<?rCF

23,4,6TeCF

PCF

TF

Concentración inicial
mg/1

100

100

100

100

400

Concentración final
mg/1

0.0073

0.596

4.755

5.455

10.803

Remoción
%

99.99

99-40

95-24

94.55

97.29

VBD
mg/l.día

34.49

37.27

35.71

• 35.45

145.94

El experimento que inició, con 600 mg/1 fue el mejor de la serie. La remoción de clorofenoles

específicos tuvo valores de 94.14 a 99-9596 con VBD de 38.08 a 40.43 mg/l.día. Las remociones y

VBD globales alcanzaron niveles de 97.02% y 156,98 mg/l.día, respectivamente. Los detalles de la

prueba se muestran en la tabla 4.19.

La corrida con 800 mg/1 iniciales de CF falló. Las remociones de clorofenoles específicos

alcanzaron valores de 0 a 27.13%, con VDB de 0 a 4.43 mg/l.día, consecuentemente. Los valores

globales de remoción y VBD fueron de 12.56% y .58 mg/l.dfa, respectivamente. Estos valores

fueron los más bajos de todo el juego de experimentos: Los valores específicos se muestran en la

tabla 4.20.

Tabla 4.19- Remociones alcanzadas eü el experimento con 600 mg/I de CF.

Compuesto

2.4DCF

2,4,ercF
23,4,6TeCF

PCF

TF

Concentración inicia]
mg/1

150

150

150

150

600

Concentración final
mg/1

0.0678

1.207

7.79

8.78

17.84

Remoción
%

99-95

99.19

94.80

94,14

97.02

VBD
mg/l.día

40.43

40.12

38,34

38.08

156.98

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

Compuesto

2.4DCF

2,4,<?rCF

23,4,6TeCF

PCF

TF

Concentración inicial
mg/1

200

200

200

200

800

Concentración final
mg/1

145.72

180.33

173-46

200.0

699.51

Remoción
%

27.13

9.83

13.26

00.00

12.56

VBD
mg/Ldía

4.63

1.67

2.26

0.0

8.58
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El sistema fue capaz de tratar soluciones conteniendo 200-600 mg/1 de clorofenoles con

excelentes remociones de entre $6,66 y97.02%, con VBD de 33-9 a 156.9 mg/l.día. En el caso de la

prueba con 800 mg/1, se observó una fuerte' inhibición debida a la alta toxicidad de la mezcla. Es

importante recalcar que 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/1 de fenol, 50-600 mg/1 de 2CF y 2,4DCFf 50 a 700 mg/1 de TCF y 50 a 300 mg/1 de PCF. Aun

cuando el TeCF no fue probado individualmente, fue muy bien degradado, alcanzándose

remociones del 78.2 al 95-2% en los experimentos de 200-600 mg/1.

Las VBD específicas 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/l.día, en comparación con la VBD de 45 a 656 mg/l.día reportada

para el 2CF en concentraciones de 50-200 mg/1. En el caso del 2f4,6TCF las diferencias son aún

más grandes: las VBD de 52 a 770 mg/l.día para concentraciones de 50 a 200 mg/1 para el

compuesto solo, son mucho mayores que aquellas reportadas para el compuesto en la mezcla

(8.9 a 38.3 mg/ldía). Finalmente, los valores de VBD para el PCF fueron de 7.6 a 38 mg/l.día para 1

a mezcla y de 16.6 a 203.6 mg/í.día para el compuesto solo.

Otros trabajos han reportado valores de VBD para filtros aerobios y sistemas similares.

Por ejemplo, Bettman y Rehm (1985) inmovilizaron Pseudomonas putida en poliacrilamida-

hidracida. Este biocatalizador fue utilizado en un reactor tipo air-lift de 0.9 1 para tratar

soluciones conteniendo mezclas de fenol (1,000 a 5,000 mg/1), 4-clorofenoí (25 a 65 mg/1) y cresol

(30 mg/1). Los autores reportan remociones en el rango de 75 a 100 % con VBD de 3,120 a 7,200

mg/l.día. Estos valores no son de extrañar si se recuerda que el fenol tiene una toxicidad

equivalente a una dosis letal media EC50 de 18 mg/1 (medida con el método Microtox).

Khlevnikov y Peringer (1996) inmovilizaron a Commamonas testosteroni en un mezclador

estático de material plástico para el tratamiento (en una columna empacada de 8 litros) de

corrientes conteniendo ácido paratoluen-sulfpnico en concentraciones de alrededor de 1,140

mg/1. Los autores concluyeron que es posible tratar estas corrientes con eficiencias tan altas

como 90 a 100% con VBD de 2,400 a 4,800 mg/l.día.
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Fava et al. (19%) experimentaron con un co-cultivo de bacterias inmovilizadas en sílica,

vidrio y cubos de espuma de poliuretano. El volumen interno de la columna empacada utilizada

fue de 0.57 1. Los sustratos a degradar fueron 2,5-diclorobifenil, 2,3'-diclorobifenil, 2,4'-

didorobifenil, 3,3 '-diclorobifenil y 4,4 '-diclorobifenil por separado, a concentraciones de 75 mg/1.

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 la degradación.

Finalmente,' Seignez et al. (1993) emplearon un cultivo mixto inmovilizado para e!

tratamiento de antraquinona 2-sulfato (1,200 mg/1) y fenol (4,800 mg/1) por separado, en una

columna de 1.2 L Ellos mostraron que es posible obtener eficiencias de remoción de alrededor de!

90%, con VBD de 4,080 mg/l.día para el antraquinona 2-sulfato y de 6,720 mg/Ldía para el fenol.

En general, todos estos trabajos se llevaron a cabo con compuestos menos compuesto

tóxicos que los utilizados en este trabajo. Sólo en el caso de los bifenilos poíiclorados se podría

esperar una toxicidad mayor a la reportada para los clorofenoles. Además, es importante subrayar

el hecho de que las mezclas de clorofenoles mostraron toxicidades mayores que las de los

compuestos individuales. Otro aspecto relevante es el tiempo de inoculación y arranque de los

sistemas. Seignez et ai (1993) reportaron 25 días de operación continua para alcanzar la

operación óptima con del consorcio aerobio que utilizaron. Por el otro lado, Fava et al. (199*5)

mencionaron que la suspensión celular fue reciclada durante 5 días como procedimiento de

inoculación. En este trabajo, la solución 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 adaptación, como el empleado en algunos trabajos reportados

en la literatura, en los que se aclimata a los microrganismos aumentando poco a poco las

concentraciones de los compuesto tóxicos a tratar.

La aportación de este trabajo radica fundamentalmente en la demostración de que es

factible tratar corrientes que contienen concentraciones de hasta 600 mg/1 de mezclas de cuatro

cíorofenoles, cuando en la literatura se ha reportado la degradación de mezclas binarias, con

menores concenttraciones totales.
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4.5.2 Degradación de COT y caracterización cinética del proceso

La figura 4.15 muestra, el desarrollo del COT a lo largo del proceso de degradación. Las líneas

sólidas representan a la ecuación:

COT/COTo =COToexp(-k2t) (3)

donde COT/COTO es la razón del COT a cualquier momento del proceso y el COT inicial,

expresada en %, COTO es un parámetro que indica la cantidad porcentual de COT al inicio del

proceso (debe ser cercano al 100%), k2 es un parámetro cinético (horas" ̂ y t es el tiempo de

proceso (en horas). Como se muestra en la figura, en los experimentos con mezclas de

concentración 400 y 600 mg/l de CF, se alcanzaron valores de remoción de hasta 68-79%, mientras

que en la prueba de 800 mg/l, sólo desapareció un 2% del inicial., quizas debido a que el tiempo

de reacción no fue suficiente para mineralizar una mayor proporción de compuestos fenólicos. La

mayor parte del material carbonado desapareció entre las 50 y las 160 horas para el caso de los

experimentos con 600 y 800 mg/l. 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.

76



4. Resultados y discusión

3S0
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Figura 4.15 Ciuética de degradación dé COT en fundón del tiempo para las mezclas de 400,
600 y 800 mg/1 de CF.

En la tabla 4.21 se muestran los valores de las constantes cinéticas para la desaparición

de CF's y COT. Como se observa en el caso de los clorofenoles, los valores de TF no están muy

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

Tabla 4.21. Coastaates cinéticas para la degradado*! de las mezclas de clorofenoles.

Concentración de la
mezcla

Mg/1

200

400

600

800

Fenoles
(expresados como mg/1)

140.96

203.87

385.75

730.8

k l

0.0102

0.0419

0.0353

0.0036

r

0-7512

0.9046

0.9575

0,8578

COT
(expresado como % del COT inicial)

COTo

96.75

80.53

108.71

.

0.0001

0.0106

0.0047

r

.

0.1191

0.9163

0.8818
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En relación a la degradación de fenoles, los valores de L son variables y no presentan

una clara relación con la concentración inicial de la mezcla. Los valores de r demuestran que se

logran buenos ajustes a la curva teórica, quizás con excepción del experimento con 200 mg/1. En

cuanto a la degradación de COT, los valores de COT/COTQ se encuentran muy cerca del 100%.

Los valores de k~ son también diferentes y no se observa ninguna relación entre éstos y las

concentraciones iniciales de COT. Finalmente, los valores de r son aceptables para las

experiencias con 600 y 800 mg/1, no así para la de 400 mg/1. Este comportamiento podría ser

definitivamente ajustado a una curva lineal del tipo COT/COTQ ™ A + B t.

Eckenfelder (1991) reportó la oxidación por peróxido de hidrógeno de algunos

clorofenoles utilizando dosis estequiométricas de H2O2> Entre otras experiencias, el encontró

que es factible alcanzar reducciones del 75 y 48% de DQO y COT para el 2CF (625 mg/1), 69 y 50%

de DQO y COT para el 2,4DCF (815 mg/1) y de 47 y 44% de DQO y COT para el 2,4,6TCF (800

mg/l)} respectivamente. Estos valores son únicamente una referencia de las capacidades

oxidativas de un sistema alterno como lo es la oxidación química, aún cuando las experiencias se

llevaron a cabo con los clorofenoles por separado y las concentraciones totales no son

exactamente las mismas.

4.5.3 Reducción de la toxicidad

Las pruebas de toxicidad (Microtox) se llevaron a cabo de acuerdo con las instrucciones del

fabricante, con el fin de estimar las toxicidades iniciales y finales para el caso de las mezclas de

400,600 y 800 mg/1. Los resultados de estos experimentos se muestran en la tabla 4.22

Tabla 4.22. Remoción de toxicidad (Microtox).

Mezcla o compuesto,

mg/1

Mezcla, 400

Mezcla, 600

Mezcla, 800

Fenol, 100

Toxicidad inidalUT

(EC5O, mg/f)

40.8(2.4)

52.4(1-9)

358.0(0.3)

3.8(26.0)

Toxicidad final UT

(EC50,mg/i)

21.1(4.7)

12.2(8.1)

278.2 (0.4)

-

Remoción,

%

48

77

22
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Las toxicidades iniciales, como EC50 en mg/1 fueron de 2.45, 1-9 y 0.28 para las correspondientes

mezclas (400, 600 y 800 mg/1), lo que corresponde a 40.8, 52.4 y 358 unidades de toxicidad UT

definidas como: ,

UT = 100/EC50 (4)

Las unidades de toxicidad permiten un manejo más fácil de los valores de toxicidad, a mayor valor

de UT, mayor toxicidad Y viceversa. Como elemento comparativo, se anexa el valor de toxicidad del

fenol puro en una solución a concentración de 100 mg/1 (EC50 de 3.85 yUT = 25-98).

A partir de estos valores es evidente que todas las muestras son altamente tóxicas (un

valor de UT superior a 4 es considerado altamente compuesto tóxico). La toxicidad fue

disminuida a causa de la degradación de clorofenoles , pero no en la misma proporción. 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 reducción de toxicidad del 48.3, 76.6 y 22.3%, respectivamente, Las

cantidad de UT removida por corrida fue de 197, 40.1 y 79-8 para cada caso, lo que significa que

entre más concentrada estaba la muestra, mayor fue la remoción en 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/1 para el 2.4DCF, 2,4,6TCF yPCF, respectivamente.

4,6 DEGRADACIÓN DE CLOROFENOLES EN OPERACON CONTINUA.

COLUMNA DE 5 L DE CAPACIDAD

4.6.1 Producción del inoculo e inmovilización del microrganismo a la columna

La columna fue empacada con la mezcla de tezontle con la fracción de tamaños 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 drenó el líquido y se midieron las

UFC/gsopottó. Este parámetro alcanzó un valor de 107 UFC/gsopone
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Se realizó una inoculación en medio líquido para lograr su crecimiento durante 24 horas

con agitación continua y a 35 °C y un volumen total de 300 mi. Después se procedió a inocular

una fermentación de 3,0 litros llevada a cabo durante 25-5 horas. Debido a que la cantidad de

células crecidas durante esta fermentación no fue lo suficiente para poder utilizarla como inoculo,

se procedió a llevara cabo nuevamente la fermentación a 3.0 litros, previamente teniendo los 300

mi de cultivo. Ahora el tiempo de fermentación fue de 22.5 horas, (tres horas menos), ya que a

este tiempo había una buena cantidad de células para realizar el escalamiento a 15-0 litros. Los

resultados de las fermentaciones se presentan en las gráficas siguientes.

0.25

0.20.

0.00

• 1a fermentación
• 2a fermentación

0.00 3.50 17.25 18,30 20.26 21.46 22.50

Tiempo de fermentación (horas)
23.46 25.4

Figura 4.16 Comparación del crecimiento de las Pseudomonas fluorescens en dos
fermentadores de tres litros.
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0.0-

Tiempo

Figura 4.17. tiempo vs. Densidad óptica
óptica del 2o. proceso de fermentación de 3-0 Utros.

o

2.5OE+1O

2.00E+10

1.50E+10

1,OOE+10

5.00E+09

0.00E+00

Cuenta King-B

Cuenta YPG

O-023 0.077

Densidad Óptica

0.311 0.289

« • "

15.0 litros.
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Se empacó tezontle mallas (12,14 y 16) sobre una base de arena de 10 cm dentro de una

columna de acrílico con volumen de 5-0 1. EÍ tezontle fue perfectamente mezclado hasta lograr

una mezcla uniforme^ Después se procedió a realizar el proceso de inmovilización en dicha

columna. Para la inmovilización de la biomasa se utilizaron los quince litros obtenidos a partir de

la fermentación.

Después de haber realizado la inmovilización se procedió a realizar un conteo de la

cantidad de biomasa contenida en el tezontle, que es el soporte de la biomasa en la columna

empacada. Este procedimiento de conteo se realizó aproximadamente cada siete días o cada

cambio de compuesto tóxico y de concentración. La tabla 4.23 muestra los resultados de estos

conteos y la gráfica 4.19 muestra como fue el comportamiento de la biomasa durante la operación

de la columna empacada con diferentes compuestos compuesto tóxicos variando las

concentraciones.

Los conteos se realizaron tanto en medio rico (YPG) como en medio específico para

Pseudomonas (King-B). La razón de este doble conteo es el conocer si además de Pseudomonas

fluorescens, podía haber otro tipo de microorganismo creciendo junto con las Pseudomonas en

la columna empacada.

Como puede observarse, tanto en la tabla 4.23 y en la gráfica 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) disminuyó debido a la temperatura promedio de la estación del año

(invierno). Esto es debido a que la Pseudomonas fluorescens crecen más favorablemente, como

ya se mencionó de 28 a 35 °C. En el transcurso del invierno la temperatura promedio osciló entre

12 °C y 16 °C, la cual es muy baja (menos de la mitad de la temperatura favorable de crecimiento)

para que los microrganismos puedan mantener su crecimiento, y en la misma gráfica se puede

apreciar como conforme transcurrió el invierno y aumentó 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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Tabla 4 .23 Conteo de la b iomasa con ten ida en la c o l u m n a e m p a c a d a .

Fecha

09/10/96 i

23/10/96

29/10/96

07/11/96

13/11/96

20/11/96

26/11/96

03/12/96

06/12/96

10/12/96

17/12/96

20/12/96

27/12/96

07/01/97

1G/0Í/97

14/01/97

23/01/97

29/01/97

31/01/97

04/02/97

07/02/97

11/02/97

18/02/97

26/02/97

04/03/97

11/03/97

18/03/97

01/04/97

08/04/97

15/04/97

22/04/97

29/04/97

13/05/97

20/05/97

30/05/97

05/06/97

12/06/97

19/06/97

25/06/97

Tiempo

acumulado (días).
0

14
20

29
35
42
48

55
. 58

62

69
72

79
90

93
97
106

112

114
118

121

125
132
140
146

153
160

179
186

193
200

207

221

227

238

244
301
308
314

Cuenta UFC/g
YPG

1.60B+06

4.80E-H06

4.00E+06

4.OOE+O5

3.40E+06

4.33E+06

9.66E+05

2.4ÓE+O6

• 6.00E+06

1.30E+06

1.00E+05

2.10E+05

3.80E+05

3J5E+06

330E+04

3.00E+04

3.20E+06

3.00EH-O4

8.90E+04

L40E+05

1.71E+04

7.80E+04

2.00E+04

1.08E+04

5.00E+04

4.40E+O5

2.00E+05

2.56E+05

3.80E+05

3-20E+05

2.80E+05

• 3-30E+05

1.46E+06

2.85E+06

. 8.88E+05

2.fí)E-hO6

I55E+06

6.60E+05

1.46E+05

Cuenta UFC/g

KiagB

1.60E+06

3.90E+06

5.00E+05

2.80E+06

2.73E+06

5.33E+06

2.00E+06

1.66E+06

6.50E+06

1.20E+06

1.00E+05

2.80E+05

1.00E+06

2.90E+06

330B+04

2.00E+04

4.53E+06

6.25E+04

8,10Eh04

3.00E+05

2.88E+04

1.00E+05

2.00E+04

2.5OE+O4

5.16E+04

1.13E+O5

151E+05

2.80E+05

2.14E+05

2.04E+05

9-5OEH-O5

6.50E+05

1.00E-f06

2.40E+06 .

8.88E+05

9.92E+06

2.10E+07

5.12E+06

3.00E+06

Promedio

geométrico
1.60E+06

4.33E+06

1.41E+06

1.06E+06

3.05E+06

4.80E+06

1.39E+06

2.00E+06

6.24E+06

1.25E+06

1.00E+05

2.^E+05

6.16E+05

3-28E+06

3.30E+04

2.45E+04

3.79E+06

4.31E+04

8.49E+04

2.05E+05

2.22E+04

8.83E+04

2.00E+04

1.64B+04

5.10E+04

2.23E+05

1.95E+05

2.68E+05

2.85E+05

2.53E+05

5.16E+05

4.63E+05

1.21E+06

2.59E+06

8.80E+05

4.98E+06

2.10E+07

1.84E+06

6.62E+05
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i,ooE+o8

1.00E+03
O 1OO 15O 2OO

Tiempo (días)
Í50 300 35O

Figura 4.19- Comportamiento de la cantidad de células contenidas en ta columna empacada.
Cuantifícación de la bíomasa en medio YPG y King-8.
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1.00E+03
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100 2OO

Tiempo (días)

3OO 4OO

Figura 4.20 Comportamiento de la castidad de células contenidas en !a columna empacada.
Cuan tifie ación de la bíomasa, promedio geométrico.

Tiempo (días)

Figura 4.21 Relación de las temperaturas máximas y mínimas durante la operación de la
columna empacada.
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Como se puede apreciar en la figura 4.21, durante ía temporada invernal el promedio de la

temperatura ambiente disminuyó, y si esta gráfica se compara con los resultados de la

cuantificación de biomasa en las mismas fechas, se podrá apreciar como la línea de la tendencia

de la cantidad de biomasa se comporta de modo similar a las fluctuaciones de temperatura.

1.00E+OB

1.00E+07

g 1.00E+06

1.00E+O5 .

1.00E+O4

fecha

prom

Figura 4.22 Comportamiento de las Pseudomonas con respecto a la temperatura.

En la gráfica 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 ésta influye en su desempeño, es decir, en su

capacidad de degradación.

4.6.2 Arranque y operación de la columna empacada

La columna empacada con tezontle, previamente inoculada con Pseudomonas flúorescens, se

operó en una serie de etapas: 35 en total. Cada etapa fue diferente, ya que se varió tanto el

compuesto tóxico, la concentración del mismo y el tiempo de residencia. Como se mencionó

anteriormente, la temperatura de operación de la columna no se controló, y a raíz de esta
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situación se pudo observar cómo los cambios de temperatura afectaron la degradación de los

cloro fenoles alimentados a la columna.

Se inicióla operación de la columna'con 2,4,6-triclorofenol a diferentes concentraciones

variando el tiempo de residencia. Después se introdujo 2-clorofenol a una sola concentración

pero a diferentes tiempos de residencia, posteriormente se alimentó 2,4-diclorofenol a una sola

concentración 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 sesión de análisis se

esperó tres veces el TRH, para asegurarse de que se establece una condición estable.

Al finalizar estas etapas (22 en total), se procedió a operar ahora con los mismos

clorofenoles, excepto el 2-clorofenol, pero mezclados, ya comparar los porcentajes de remoción

de los mismos en forma individual con las mezclas. Las etapas 23, 24, 25 y 26 prácticamente

fueron de preparación para posteriormente operar la columna con mezclas más complicadas de

clorofenoles. Como se observará más adelante, la columna reaccionó mejor a lo esperado con las

mezclas complejas. Esto claro, basándose en los resultados de la degradación de las mezclas

binaria y ternaria, correspondientes a las etapas de preparación mencionadas anteriormente.

Como se observa en la tabla 4.23, en las primeras once etapas de operación de la

columna, no se siguió un orden ascendente o descendente en la concentración del 2,4,6-

triclorofenol o del tiempo de residencia, esto con el ñn de observar el comportamiento de las

Pseudomonasfluorescens al ser alimentadas a distintas concentraciones y tiempos de residencia

variables. Ya que con el clorofenol con el cual se empezó a trabajar, se inició alimentándolo a 500

mg/l con un tiempo de residencia de 15.5 horas, y se terminó alimentándolo a la misma

concentración, pero ahora con un tiempo de residencia de 31-0 horas. En ambos casos se

obtuvieron resultados diferentes que se discutirán más adelante cuando se hable del 2,4,6-

triclorofenol.

De la etapa 12 a la etapa 16, se operó la columna con 2-clorofenol a 500 mg/l únicamente,

sin variar la concentración pero si el tiempo de residencia, lo cual se realizó en cinco ocasiones.

Con la alimentación del clorofenol a la columna, se esperaba un mayor porcentaje de remoción, ya

que es menos compuesto tóxico, pues en trabajos previos se reporta que estos microrganismos

y otros degradan mejor conforme el fenol tiene menos cloros, y aún mejor sí es solamente fenol.
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Estos porcentajes de remoción se pueden observar en la misma tabla, pero cabe recordar que

como no hubo control de la temperatura de operación, cuando se alimentó eí 2-clorofenol a ía

columna, ya comenzaba t la época de temperaturas más bajas (el término del otoño y el principio

del invierno), y cuando se acabó de trabajar con este clorofenol, se midieron temperaturas más

frías (13 °C en promedio).

Las etapas 27,18 y 19 corresponden a la operación de la columna alimentada con 2,4-

diclorofenol, también a 500 mg/1, a tres diferentes tiempos de residencia. Se observó un

porcentaje de degradación mejor que e! del 2-clorofenol pero no tan bueno como el observado en

el caso de 2,4,6-tridorofenoI.

Finalmente, durante las etapas 20; 21 y 22, se alimentó pentaclorofenol, pao a una

concentración de 200 mg/1 a tres diferentes tiempos de residencia. Se operó con este clorofenol

a dicha concentración, debido a que es el más compuesto tóxico de todos los dorofenoles con

los que se trabajó, y además porque como aparece reportado en Torres et al. (199$>)f es la

concentración máxima que pudo degradar este tipo de microorganismo.

Después de trabajar con clorofenoles en forma individual, se procedió a írabafsrcon los

mismos clorofenoles, pero utilizando 2,3,4,6-tetradorofenol en lugar de 2-clorofenoí, pises para la

técnica de análisis con cromatografía de gases es difícií separar el 2-clorofenol. Goeao ya se

mencionó, las etapas 23, 24, 25 y 26 fueron preparatorias a la operación de las nmlas más

complejas. Las mezclas de las etapas de preparación fueron: una binaria constituida por 2,4-

dícíorofenoly2,4,ó-tríclorofenola 400 mg/1, y una ternaria constituida por 2,4-diclorotaí, 2,4,6-

tríclorofenol y pentaclorofenol también a 400 mg/1,

Posteriormente, durante las etapas restantes se alimentó ía mezcla ««ternaria

constiyuidapor214"diclorofenol,2,4)6-tridorofenoí, 2,3,4,6-tetraclorofenoÍypentacloroteáa 400,

600 y 200 mg/1. Cada concentración fue alimentada durante tres etapas, a diferentes tóspos de

residencia, los cuales fueron los mismos para estas tres concentraciones. Esta mezckfela más

compleja que se manejó en la operación de la columna. Además si supusiéramos que íkteicídad

de una mezcla es el resultado de la suma de s us componentes, entonces además de serfc mezcla

más compleja podría ser la más tóxica.
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La discusión del comportamiento de la columna con cada uno de los clorofenoles y con

cada una de las mezclas está dada más adelante.

Tabla 4.24 Fases de operación de la columna empacada con el oro feo oles individuales

Fase
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

12
13
14
15
16

17
18
19

20
21
22

Clorofenol
2,4,<?TCF

2.4.6TCF
2,4,tfrCF
2,4,^'CF
2,4#rCF
2,4,^rCF
2,4,tfrCF
2,4,tfTCF
2,4,6TCF
2,4>ffTCF

2CF
2CF
2CF
2CF
2CF

2.4DCF
2.4DCF
2,4DCF

PCF
PCF
PCF

Conc, influente
500,00
300,00
100,00
100,00
100,00
300,00
300,00
100,00
100,00
500,00
500.00

500,00
500,00
500,00
500,00
500,00

500,00
500,00
500,00

200,00
200,00
200,00

Conc. efluente
54.00
162.00
69.90
81,50
72,70
9210
77,70
45,70
43,70

221,00
130,50

370,00
395,50
357,25
469,97
420,00

286,35
332,50
348,75

80,77
. 68,45

69,31

TRH (horas)
15,50
31,00
31,00
11,00
22,00
15,50
6,20

62,00
93,00
3,10
31,00

12,40
3,10

31,00
15,50
62,00

15,50
62,00
31,00

15,50
62,00
31,00

Remoción (%)
89,20
46,00
30,10
18,50
27,30
69,30
74,10
54,30
56,30
55,80
73,90

26,00
20,90
28,55
6,01
16,00

42,73
33,50 .
30,25

57,33
68,40
68,25

500-

0)
E
c
o
Ó
(0
¿3
£
0)
O
c0
O

400-

300-

200-

100-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Figura 4.23 Etapas de trabajo de la columna empacada con clorofenoles individuales.
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En la tabla 4.23 y la gráfica 4.23 se puede apreciar de forma resumida toda la operación de la

columna empacada con 2,4,6-triclorofenol, 2-clorofenol, 2,4-didorofenol y pentadorofenol,

alimentados a la columna de forma individual. Los datos de la tabla, están distribuidos en las

etapas 1 a la 22, contra las concentraciones de entrada y de salida de cada uno de los

clorofenoles dentro de sus etapas correspondientes.

Como se observa en la gráfica, en algunos casos las líneas de influente y efluente están

demasiado cercanas, y en otros casos se encuentran lejanas; esto último es lo más deseable que

ocurra en la columna. Más adelante se discutirá qué sucedió con cada uno de los clorofenoles al

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

Tabla 4.25- Fases de operación de la columna empacada con dorofenoies mezclados.

Fase
23
24

25
26

27
28
29
30
31

• 3 2
33
34
35

Clorofenol

DCF+TCF
DCF+TCF

DCF+TCF+PCF
DCF+TCF+PCF

DFC+TCF+TeCF+PCF
DFC+TCF+TeCF+PCF
DFC+TCF+TeCF+PCF
DFC+TCF+TeCF+PCF
DFC+TCF+TeCF+PCF
DFC+TCF+TeCF+PCF
DFC+TCF+TeCF+PCF
DFC+TCF+TeCF+PCF
DFC+TCF+TeCF+PCF

Conc. influente
400,00
400,00

400,00
40,00

400,00
400,00
400,00
600,00
600,00
600,00
200,00
200,00
200,00

Conc. efluente
284,40
285,84

287,00
257,08

234.80
188,80

17550
269,40
372,60
330,00
81,20
84,60

95,80

TRH (horas)
31,00

15,50

15,50
31,00

15,50
31,00
62,00
31,00
62,00
15,50
15,50
62,00
31,00

Remoción (%)

28,90
28,54

28,25

35,73

79,79
75,58

76,51
86,50
7730
78,01

58,75
43,27
42,72
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Figura 4.24 Etapas de trabajo de la columna empacada coa cíorofenoles mezclados.

En la tabla 4.25y la figura 4.24 están reportados los valores obtenidos de forma resumida en la

operación de la columna con las mezclas de los cíorofenoles; primeramente con una mezcla

binaria y después con una mezcla ternaria, como etapas de preparación antes de alimentar las

mezclas cuaternarias que fueron las mezclas de mayor interés y de más importancia dentro de

este bloque de mezclas de cíorofenoles.

Estas etapas, serán discutidas más adelante; mezcla por mezcla.
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4.6.3 Biodegradación de 2,4,6-triclorofenoS

Se inició trabajando con 2,4,6-tríclorofenol a diferentes concentraciones y a diferentes tiempos de

residencia. Como se puede apreciar en la siguiente gráfica, al aumentar el tiempo de residencia aumentó

también el porcentaje de remoción, pero después de 18 horas decayó la cantidad de compuesto tóxico

removido. Al tiempo de residencia de 15-5 horas fue cuando se obtuvo la mayor remoción del

compuesto tóxico, casi el 90 %.

100

10 20 30 40 50 60 70
Tiempo de residencia (h)

90 100

Figura 4.25. Tiempo de residencia hidráulica vs. el porcicnío de
remoción del 2,4,6-tríclorofeüoí a 500 mg/I.

Como se puede observar en la tabla 4.24, la alimentación de 2,4,6-triclorofenol a 500 mg/l no se

realizó 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 l i a 31-0 horas.

En este esquema solamente está graneado el 2,4,6-triclorofenol á 500 mg/l contra el tiempo de

residencia elegido aleatoriamente, sin seguir ningún patrón determinado para establecer en que orden

se hubiese aumentado o disminuido tanto la concentración del compuesto tóxico como el tiempo de

residencia. Aunque los tres puntos mostrados en la gráfica proceden de diferentes etapas a una misma

concentración presentan comportamiento distinto, debido a la variación de la temperatura ambiente, al
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comportamiento de las Psetdomonas contenidas en la columna, obviamente ai cambio de tiempo de

residencia, y quizá a que antes de las etapas 10 y 13 la columna operó con 2,4,6-trÍclorofenol a

concentraciones menores a 500 mg4 (300 y 100 mg/Í).

Durante la etapa 1,1a temperatura promedio fue de 18 °Cf mientras en las etapas 10 y 11 de 15 y

14.5 °C respectivamente. Si relacionamos el tiempo de residencia y la temperatura de estas tres etapas,

observamos como influyeron en la degradación del clorofenol. Al descender la temperatura, la

degradación también disminuye, igualmente si desciende el tiempo de residencia. AI aumentar, por

ejemplo, el tiempo de residencia pero no la temperatura si aumentó la degradación del compuesto

tóxico. Eso lo podemos observar en la granea comparando las degradaciones obtenidas a un tiempo de

residencia de 15-5 y31.0 horas. Según lo reportado por Torres et al. (1994), entre mayor sea el tiempo

de residencia mayor es la degradación deí clorofenol. Guando se alimentó el 2,4,ó~triclorofenol a 500

mg/1, con un tiempo de residencia de 15-5 horas, éste fue degradado en mayor proporción que cuando

el tiempo de residencia se duplicó. En el caso del punto donde el tiempo de residencia fue menor, (3.1

horas) sí está dentro de las expectativas ya que su degradación fue de 55.$, % a una temperatura

promedio de 15 °C.

10 20 30 40 50 60

Tiempo de residencia (h)

Figura 4.26. Tiempo de residencia hidráulica vs. el porciento de
remoción deí 2,4,6-tHcIorofenoí a 300 mg/Í.
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Para eí mismo compuesto tóxico, pero con una concentración de 300 mg/1, observamos en la

siguiente granea que su comportamiento fue totalmente inverso al esperado, es decir, conforme

aumentó el tiempo de residencia debía aumentar también la degradación, pero sucedió lo contrario.

El 2,4,6-triclorofenol se alimentó a la columna en las etapas 2,6 y 7 con tiempos de residencia de

31A 15-5 y 6.2 horas respectivamente. Durante la etapa 2 la degradación fue de 46 % (la degradación

más baja), pero conforme en las etapas 6 y 7 se disminuyó eí tiempo de residencia, la degradación rué

en aumento, (69.3 y 74.1 % respectivamente). La temperatura promedio en esas tres etapas fue de

aproximadamente 18 °C. La temperatura repoitada es la promedio, lo que quiere decir que algunos días

la temperatura estaba muy abajo del promedio y otros más arriba, y en ocasiones ocurrió que la

diferencia de temperaturas entre la más baja y la más alta ñie de hasta 7 °C, yen otros 2 y 3 °C.

Al igual que con la concentración de 500 mg/1, ai trabajar con 300 mg/1 no se siguió ningún

patrón determinado para alimentar el clorofenol a esta concentración y también se operó en forma

discontinua como se puede ver en la tabla 4,24.

El tiempo de residencia no tuvo efecto alguno en la degradación del 2,4,6-triclorofenol a 300

mg/1. Esto se debe a que la temperatura jugó un papel más importante en la degradación, dejando a un

lado los efectos que hubiera podido causar la variación del tiempo de residencia.

Cuando la columna se operó con el mismo clorofenol pero ahora a una concentración de 100

mg/1, el comportamiento fue el esperado: conforme aumentó el tiempo de residencia también aumentó

la degradación. Lo anterior puede apreciarse en la figura 4.30.

ínicialmente se alimentó a esta concentración durante las etapas 3, 4 y 5; a tiempos de

residencia de 31-0,11.0 y 22.0 horas respectivamente.
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10 30 40 50 60 70

Tiempo de residencia (h)
80 90 100

Figura 4.27 Tiempo de residencia hidráulica vs, el porcieato de
remoción del 2,4,6-triclorofenol a 100 mg/1.

Se volvió a alimentar la misma concentración de 100 mg/1 durante las etapas 8 y 9, a 62.0 y 93.0

horas de tiempo de residencia respectivamente.

En las primeras tres etapas de trabajo con esta concentración, las temperaturas promedio

fueron 17,18 y 18 °C respectivamente, y en las últimas dos, las temperaturas promedio fueron de 17 y

16 °C respectivamente. Como se observa en esta gráfica, la degradación fue menor que en los casos

anteriores, debido primeramente a que entre más compuesto tóxico está presente, mayor actividad

tienen las Pseudomonas, La degradación máxima obtenida trabajando con esta concentración fue del

56,3 % para el máximo tiempo de residencia (93.0 horas), y la degradación mínima obtenida fue del 18.5

% para el tiempo de residencia mínimo (11.0 horas).

En la figura 4.28 se puede observar el comportamiento del 2,4,6-triclorofenol alimentado a

diferentes concentraciones a la.columna empacada con distintos tiempos de residencia. Es notable

como a una concentración inicial de 500 mg/1 tuvo una mejor aceptación por parte de los

microorganismos, ya que fue cuando la degradación fue mayor, sobre todo cuando se alimentó a un

tiempo de residencia de 15-5 horas.
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• tOOmgfl B 300mg/i A SOOmg't

10 30 40 50 60 70
Tiempo dt rwkfcmeii (hores)

90 100

Figura 4.28, Tiempo de residencia hidráulica vs. el porcíento de
remoción del 2,4,6-tricIorofenoI a diferentes concentraciones.

Como ya se mencionó antes, una mayor concentración representó una mayor degradación,

esto debido a que entre mayor cantidad de triclorofenol hay presente en la alimentación, los

microorganismos poseen una mayor fuente de carbono y por lo cual tanto su crecimiento como la

degradación son mayores. Cuando se hizo lo contrario, es decir, al alimentarse el triclorofenol a

concentraciones menores a 500 mg/1, la degradación del compuesto tóxico fue menor, y como ya se

observó gráficamente, el tridorofenol a 300 mg/1 y a 100 mg/1 mostraron un comportamiento inverso

con respecto al tiempo de degradación pero si el esperado con respecto a la cantidad degradada

debido a la reacción antes comentada de los microorganismos ante las diferentes concentraciones del

triclorofenol.

4.6.4 Biodegradación del 2-clorofenol

La alimentación del 2-clorofenol a 500 mg/1, fue el siguiente bloque de cinco etapas consecutivas con el

que operó 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 únicamente a la concentración de 500

lagAt lo único que se varió, fue el tiempo de residencia. Este tiempo de residencia se manejó basándose

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 12,13,14,15 y 16).
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90 100

Figura 4.29- Tiempo de residencia hidráulica vs. el porciento de
remoción del 2-clorofeüoI a 500 tag/I.

Como se pudo observar durante el trabajo con 2,4,6-triclorofenol a tres diferentes

concentraciones, se decidió solamente alimentar el 2-clorofenoí a la mayor concentración utilizada con

eí triclorofenol, es decir, a 500 mg/1. En las etapas anteriores el 2,4,6-tricíorofenol mostró una mayor

degradación a esta concentración con respecto a las otras por los motivos previamente discutidos.

Como ya se mencionó en los antecedentes, entre más átomos de cloro haya presentes en el anillo

bencénico del fenol, mayor es la toxicidad deí clorofenol, y al tener una mayor toxicidad, los

microorganismos aumentan su actividad de degradación del compuesto tóxico, solamente con los

clorofenoles y con un límite para evitar una inhibición de la degradación debido a la alta toxicidad del

compuesto alimentado, como determinó Torres (199$) en sus experimentos con compuestos clorados.

En la gráfica 4.29 se puede observar como al ir aumentando el tiempo de residencia, aumenta

ligeramente la degradación del 2-cÍorofenol. Llega un momento en que esa degradación 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 degradación fue de apenas un 6

%, durante la etapa 15. Durante las etapas 12 (12.4 horas), 13 (3-1 horas) y 14 (31.0 horas) la
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degradación del compuesto tóxico estuvo entre el 20 y el 29 %; sólo en el caso del máximo tiempo de

residencia (62.0 horas) la degradación disminuyó y fue del 16 %.

Al comparar estos valores con los valores de la degradación del 2,4,6-tridorofenol a 500 mg/1

con respecto a los tiempos de residencia de 3.1,15-5 y 31.0 horas, se observa que son muy bajos, yes

bastante notoria la disminución de la actividad de los microorganismos. Por lo anterior, ya no se decidió

continuar operando la columna con el 2-clorofenol a 300 y 100 mgA ya que la degradación podría haber

sido bastante baja, quizá menor al 5 %• Durante la alimentación del 2-clorofenol a la columna empacada,

la temperatura ambiente osciló entre 15-5 y 14 °C, y este factor también influyó importantemente en la

actividad de los microorganismos. Como ya se discutió anteriormente, la temperatura afecta la actividad

de ios microorganismos.

El punto bajo de la gráfica, correspondiente al tiempo de residencia de 15.5 horas, que resulta

en una degradación del 6 %, operó con una temperatura promedio de 14.5 °C? y quizá más baja

durante la noche. Además se puede agregar que esta temperatura no osciló demasiado, y como es

notorio, afectó grandemente la actividad de las Pseudomonas, ya que si ese punto se ignorara, y se

siguiera Ja tendencia de la línea, el punto teórico de 15.5 horas sería 27 % de degradación para el

clorofenol.

4.6.5 Biodegradación del 2,4-diclorofenol

La alimentación del 2,4-diclorofenol se realizó durante las etapas 17, 18 y 19, a una concentración inicial

de 500 mg/1 en las tres etapas. Con este cíorofenol solamente se operó durante tres etapas a esa única

concentración, y la temperatura ambiente osciló entre 13-5 y 14 °C, aún más fría que en las cinco etapas

anteriores.

El 2,4-diclorofenol a pesar de ser un compuesto más tóxico que el 2-clorofenol, fue degradado

en una proporción un poco mayor que este último. Con un tiempo de residencia menor, 15-5 horas,

llevado a cabo durante la etapa 17, la degradación fue del 42.7 %, unas siete veces mayor que la

degradación del 2-clorofenol a. este mismo tiempo de residencia, pero casi la mitad de la degradación del

2,4,6-triclorofenol a este mismo tiempo de residencia.
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Figura 4.30 Tiempo de residencia hidráulica vs. el porcieato de
remocióü del 2,4-dicíorofeno! a 500 mg/l.

Como se observa en la gráfica 4.30, al aumentar el tiempo de residencia del 2,4-díclorofenol de

15-5 a 31.0 horas, la degradación del mismo descendió hasta 30.3 %, y al seguir aumentando el tiempo

de residencia hasta 62.0 horas, esta degradación ascendió un poco hasta 33.5 %. Cabe decir, que

después de alimentar el clorofenol a un tiempo de residencia de 15.5 horas, se procedió a alimentarlo a

un tiempo de residencia de 62.0 horas, y finalmente a un tiempo de residencia de 31.0 horas. En la

primera etapa de alimentación 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 gráfica, el punto de menor actividad es cuando

el tiempo de residencia fue de 31.0 horas y, en este punto se presentó la temperatura promedio más

baja, 13.5 °C.

Con este clorofenol, también se observa que la temperatura influyó más que el tiempo de

residencia sobre la degradación del compuesto tóxico, ya que al disminuir esa en promedio, también

disminuyó la degradación aunque el tiempo de residencia se aumentó; pero cuando esa temperatura

promedio volvió a ser la misma, fue un poco más notorio la influencia del tiempo de residencia sobre la

degradación deí compuesto tóxico.
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Durante este lapso de la operación de la columna con 2,4-diclorofenol, tampoco se trabajó a

concentraciones menores a 500 mg/1, solamente con esta última, y únicamente con los tres tiempos de

residencia más utilizados en las etapas anteriores. El motivo fue el mismo que en el caso anterior,

aunque en éste, las degradaciones fueron un poco mayores.

4,6.6 Biodegradocíón de pentaclorofenol

El último clorofenol alimentado en forma individual a la columna empacada rué el pentaclorofenol. Este

es el clorofenol más compuesto tóxico de todos, y, como su nombre lo indica, el más clorado de todos

los clorofenoles. Como ya se mencionó en los antecedentes, este es uno de los clorofenoles más

problemáticos de tratar y más peligrosos para el ambiente. También es uno de los más utilizados en

México, aunque a veces de forma ilegal, ya que está prohibido.

20 30 40 50 60 70
Tiempo de residencia (h)

80 90 100

Figura 4.31. Tiempo de residencia hidráulica vs. el porcieato de

remoción del pe otad oro fenol a 200 mg/1.

100



4. Resultados y discusión

Este clorofenol, solamente se alimentó a una concentración máxima inicial de 200 mg/1, debido a

su alta toxicidad, a que es menos soluble en agua, además de que en la literatura se reporta que a

concentraciones mayores de este clorofenol, las Pseudomonas se inhiben y degradan menos.

También para este clorofenol, 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, 21 y 22, a 15-5, 62.0 y 31-0 horas de

tiempo de residencia, respectivamente.

La degradación de este clorofenol fue mucho mejor que la esperada, ya que en la literatura se

menciona que al ser el más compuesto tóxico de todos los clorofenoles y tener un mecanismo de

degradación diferente al de los demás clorofenoles, su degradación es lenta y no muy efectiva; pero en

este caso, durante estas tres etapas, la degradación estuvo entre 57 y 68%. Durante la etapa 20 la

temperatura promedio fue de 16 °C, y en las dos restantes fue de 18 °C; así la influencia negativa de la

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

tendencia al aumento de la actividad al aumentar el tiempo de residencia, pero entre 31.0 y 62.0 horas

de tiempo de residencia esa tendencia es poco marcada; ya que las degradaciones para esos tiempos

de residencia fueron de 68.25 y 68.40 % respectivamente, por lo cual se concluye que al seguir

aumentando el tiempo de residencia, no aumentará más la actividad degradadora de los

microorganismos.

La degradación del pentaclorofenol quedó situada entre la degradación del 2,4,6-triclorofenol y

la del 2,4-diclorofenoL Si teóricamente, se dice que al ser más compuesto tóxico un clorofenol, se

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

la degradación del pentaclorofenol debería haber sido la mejor de todos los clorofenoles, pero como ya

ha sido mencionado en la literatura, el pentacíorofenol tiene un comportamiento distinto al de los

demás cíorofenoles. 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 graneados los valores obtenidos de la degradación de 2~

clorofenoí, 2,4<üdorofenol y 2,4,6-triclorofenol a una concentración inicial de 500 mg/1. Aquí se pueden

observar más claramente las diferencias entre los primeros tres clorofenoles a una misma

concentración. Como ya se discutió antes, el 2,4,6-triclorofenol, fue el compuesto tóxico más aceptado

y mejor degradado por los microorganismos.
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Figura 4.32 Tiempo de residencia hidráulica vs, el porcieato de remocióü
del 2-cÍorofeuol. 2,4-diclofofeaoI y 2,4,6-triclofofenoI a 500 mg/L

También se puede notar, que en el tiempo de residencia de 15.5 horas, es en el que se presentó

la mejor degradación del 2,4,6-tríclorofenoL La degradación del 2,4-diclorofenoí fue de casi de la mitad, y

además se podría establecer teóricamente que, la degradación del 2-clorofenol puede ser cercana a la

del 2,4-diclorofenol, ya que la tendencia de su comportamiento mostró ser casi lineal.

Si se comparan los comportamientos del 2,4-diclorofenol 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 15.5 horas, la degradación del 2,4-

diclorofenol se vio favorecida mientras, la del 2,4,6-triclorofenol no se vio favorecida. La biodegradación

del 2-clorofenol, se podría considerar como la más baja, yse deduce que, como ya se comentó antes, la

variación del tiempo de residencia para este último no fue un factor relevante, aspecto que sí fue claro

con los otros dos clorofenoles antes comparados.

Debido a lo mencionado anteriormente, el triclorofenol tuvo más aceptación por parte de los

microorganismos, a las tres concentraciones a las que se alimentó, en comparación con el res. to de los

demás clorofenoles. Esto se puede apreciar muy bien en la figura 4.33, en donde se encuentran

graneados los comportamientos de todos los clorofenoles alimentados a la columna.
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• 2-CF CSOOmgfl) A 2,4-DCF í500mg/l) a 2,4.6-TCF (100m$t/l)
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Figura 4.33. Tiempo de residencia hidráulica vs. ej porciento

de remocióü de los clotofeaoíes individuales.

En esta figura, es más fácil observar conjuntamente, cómo el tiempo de residencia de 15-5

horas, fue uno de los más empleados en las diferentes etapas; siguiéndolo los tiempos de residencia de

31,0 y 62.0 horas. Cuando se realizó la alimentación de los diferentes clorofenoles al tiempo de

residencia de 15-5 horas, se observaron las mayores discrepancias entre las degradaciones de los

mismos. El 2,4,6-triclorofenol fue uno de los que mostró un buen comportamiento y un buen

porcentaje de degradación a las diferentes concentraciones a las que se adicionó.

Aparentemente, el 2,4,6-triclorofenol mostró menos aceptación a concentraciones iniciales de

300 y 500 mg/1, ya que la degradación disminuyó al aumentar el tiempo de residencia. Cuando se

alimentó el 2,4,6-triclorofenol a la concentración de 100 mg/1, el comportamiento fue distinto: al ir

aumentando el tiempo de residencia, hubo también un aumento en la degradación del triclorofenoí y la

influencia de la temperatura no ocasionó los altibajos presentados en los casos del triclorofenoí

agregado a la columna a 300 y 500 mg/1. En el caso de la concentración de 100 mg/1, la temperatura

pudo haber sólo influido de manera general la actividad de los microorganismos, que como ya se
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discutió, es menor a bajas concentraciones, y ocasionar que únicamente el tiempo de residencia tuviera

más relevancia cuando la columna operó con el triclorofenol a la concentración más baja.

Los puntos graneados al tiempo de- residencia de 62.0 horas, corresponden en forma

descendente al 2,4,6-triclorofenol a 100 mg/1, pentaclorofenol a 200 mg/1,2,4-diclorofenol a 500 mg/1 y 2-

clorofenol a 500 mg/1. Es bastante notable que tienden a una línea recta, es decir, a tener un

comportamiento lineal. Como ya se comentó anteriormente, el 2,4,6~triclorofenol fue el mejor

degradado, seguido del pentaclorofenol. El 2,4,6-triclorofenol a 100 mg/1 y el pentaclorofenol a 200 mg/1,

alimentados a este tiempo de residencia fueron los únicos en mostrar una tendencia ascendente con

respecto a la degradación, en comparación 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, podría decirse que su comportamiento es

lineal, o casi lineal, debido a que, en los tiempo de residencia intermedios, tuvo una pequeña, tendencia

a aumentar, pero después conforme este tiempo de residencia iba en aumento, entonces esa tendencia

volvió a ser casi la inicial.

4.6.7 Eiodegradación de la mezcla binaria

A partir de la etapa 23, se comenzó a alimentar a la 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-triclorofenol a una concentración de 200 mg/1. Esta mezcla, con una

concentración total de fenoles de 400 mg/lf se alimentó a dos tiempos de residencia diferentes: 15-5 y

31.0 horas. Durante estos tiempos de residencia, la degradación 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

rangos, que en un principio se presentaron al inicio de la operación de la columna, 17-18°C.

El 2,4'diclorofenol en !o individual presentó una mejor degradación que la mezcla binaria. A

partir de estos resultados, se decidió no llevara cabo la alimentación de la mezcla a un tiempo de

residencia de 62.0 horas, ya que como la degradación durante 15-5 y 31.0 horas de tiempo de

residencia, fue de 28.54 y28.90 %, se consideró 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 determinación de

la concentración de las muestras de salida, se realizó conforme a lo ya descrito y citado en los Métodos

Estándar (APHA, AWWA y WPCF,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; sólo se pudo determinar la concentración total de fenoles.

4.6.8 Biodegradación de la mezcla ternaria

Con esta mezcla, se operó bajo las mismas condiciones que con la binaria, y basándose en los

resultados obtenidos de esta última, se decidió también alimentarla solamente con dos tiempos de

residencia diferentes: 15-5 y 31.0 horas.

Esta mezcla también se manejó a una concentración total inicial de 400 mg/1, pero ahora

añadiendo pentaclorofenol, quedando finalmente 133-33 mgA de cada clorofenol en la mezcla.

La alimentación de esta mezcla se realizó durante las etapas 25 y 26. Durante la etapa 25 (con

un tiempo de residencia de 15-5 horas), se obtuvo una remoción de la mezcla del 28.25 %, se podría

decir que la misma que para Ía mezcla binaria a este mismo tiempo de residencia. Cuando la

alimentación fue llevada a cabo a 31-0 horas de tiempo de residencia, la degradación fue de 35-7%, es

decir, que para esta mezcla si hubo una influencia notable del tiempo de residencia sobre 1 a remoción.

Sobre ía base de los resultados obtenidos de la operación de ía columna empacada con la

mezcla binaria, no se realizó la alimentación de la mezcla ternaria a 62.0 horas de tiempo de residencia.

4.7 DEGRADACIÓN DE MEZCLAS DE FENOLES EN OPERACIÓN CONTINUA

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

ctorofenotes totales en la columna de 5 litros.

La primera mezcla de clorofenoles evaluada fue la de 400 mg/1 (100 mgA de cada uno de los

clorofenoles), seguida de la de 600 mg/1 y finalmente la de 200 mg/l. Cada solución fue tratada durante
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2-3 tiempos de residencia al menos. Se tomaron tres muestras (por la mañana, al medio día y en la

tarde) del influente y el efluente.

La remoción de clorofenoles resultó ser una función del TRH para las soluciones con 200 mgA

En cuanto a todos los clorofenoles individuales (excepto el 23,4,6TeCF) a mayor TRH, menor la

degradación del compuesto. Parece ser que el 2,3,4,6TeCF fue mejor degradado a un TRH de 62 horas

que a 31 horas. En la figura 4,36. Se muestra la remoción de los clorofenoles específicos y totales en

función del TRH aplicado. La remoción 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/1, se puede decir que la remoción de fenoles fue poco

dependiente del TRH. En la figura 4.37 se muestran las tendencias encontradas. Como observación

general se puede decir que las remociones más altas fueron encontradas a un TRH equivalente a 15-5

horas para los diferentes compuestos evaluados. La remoción de 2,4,6TCF fue claramente menor en

comparación con los otros fenoles o la mezcla total. Las remociones logradas fueron mayores (75.6-

79.8%) que las obtenidas en ei caso de la experiencia con las mezclas de 200 mg/ (427-58.7%). Es

interesante comparar el comportamiento del 2,4,6TCF para estas dos concentraciones en estudio, el

cual es completamente diferente.

Las remociones alcanzadas al trabajar con la mezcla de 600 mg/1, fueron ligeramente mayores

que las obtenidas en las dos experiencias anteriores(77.3-86.6%). De hecho, las tendencias observadas

para la remoción de clorofenoles específicos y totales en el caso de la mezcla de .600 mg/1 son muy

similares a las encontradas en el caso de la mezcla de 400 mg/i (ver figura 4.38).
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- • — 2,4DCF
- é — 2,3,4,6TeCF
-o- - Mezcla

•*— 2,4,6TCF
-•—PCF

20 30 40 50 60 70
TRH (horas)

Figura 4.34 Remoción de clorofenoles específicos en función del TRH para una mezcla de
200 mg/I.
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Figura 4.35 Remocióa de clorofeaoles específicos en función del TRH para una mezcla de
400 mg/I.
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Figura 4.36 Remocióíi de clorofenoles específicos en función del TRH para una mezcla
de 600 mg/L

En la tabla 4.26 se resumen los valores de las remociones totales de clorofenoles y COT, así

como las cargas celulares promedio de la columna y las temperaturas promedio para las diferentes

pruebas de degradación. Para las pruebas con el influente de concentración 200, 400 y 600 mg/1, las

remociones fueron del 56, 50 y 46%, respectivamente. Este hecho indica que las concentraciones

menores de clorofenoles permitieron las más altas remociones de COT. Excepto para el caso de los

experimentos con 200 mg/1, las remociones de COT fueron algo menores que las remociones totales de

clorofenoles (1.4-2 veces). Estos valores demuestran la capacidad de Pseudomonas fluorescens de

mineralizar los compuestos clorofenólicos.
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Tabla 4 .26. Resultados de las pruebas de degradación de mezc las de c lorofenoles en cont inuo .

Conc. FT

<mg/l)

200

200

200

200

200

200

200

200

200

200

400

400

400

400

400

400

400

400

400

400

600

600

600

600

600

600

600

600

600

TRH

(horas)

15.5

15.5

15,5

31.0

31.0

31.0

31.0

62.0

• 62.0

62.0

15-5

15-5

15-5

31.0

31.0

31.0

31.0

62.0

62.0

62.0

15-5

15.5

15-5

31.0

31.0

31.0

62.0

62.0

62.0

Remoción

%)

?,4DCF

54.73

59.15

69.88

42.27

46.45

51.29

72.01

66.84

47.51

46.72

91.46

74.45

96.84

76.01

69-37

79.2?

94.87

33.41

75.62

88.73

80.85

95.07

81.73

96.28

93.76

97.22

86.84

76.67

79.43

2,4,6TCF

28.93

15.91

32.76

0.00

0.00

3.26

19.08

11.87

2.87

0.00

57.80

50.81

57:15 •

41.62

54.21.

49.02

60.01

54.89

59.60

57.54

36.77

47.70

35.81

83.0?

74.49

60.08

37.26

46.04

42.65

23,4,6TeCF

88.07

68.25

7+1.34

73.39

67.71

68.48

56.12

58.45

70.30

62.11

• 100.00

100.00

99.55

99.44

100.00

98.63

98.64

97.10

99-41

95-46

100.00

90.34

100.00

92.38

89.49

100.00

96.61

100.00

100.00

PCF

70.47

54.91

60.61

52.98

43.15

48.57

47.56

46.24

56.72

42.98

65.97

69.31

93.77

60.08

75-73

61.66

90.63

65.69

77.02

63.72

97.05

, 82.05

88.75

87.22

82.64

82.21

70.27

98.68

94.20

Mezcla

60.55

49.55

58.65

42.16

39.33

42,90

48.69

45.85

44.35

37.95

78.61

73.64

86.83

69.29

74.83

72.15

86.04

75.27

77.91

76.36

78.66

78.79

76.57

89.74

85.10

84.88

72.75

80.10

79.07

Promedio total

56.25

43.27

42.72

79.76

75.58

76.52

78.01

86.57

77.30

Con respecto a la carga celular de la columna, medida como UFC/g , es evidente que este
soporte

valor se mantuvo a niveles muy cercanos (alrededor de 1.95-2.97xlO5 UFC/g ). Este hecho es
soporte

importante cuando se comparan los desempeños 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 las horas de trabajo (no se registraron las temperaturas durante la noche). Este es un
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hecho importante, ya que se sabe que muchos procesos degradativos son dependientes de la

temperatura.

Tabla 4 .27 . Resultados de las corridas de b iodegradacióa , coa respecto a la degradación de

c lorofeno les totales y COT. Los resul tados s o a U B promedio de tres répl icas .

TRH

(horas)

15.5

31
62

15.5

31
62

15-5

31
62

CORC. inicia! de fenoles

(mg/l)

200

200

200

400

400

400

600

600

600

Remoción de COT
(%)

59-5
52.1

57.7

41.3

52,8

56.2

45.0

55.1

37.9

Remoción de F
totales (%)

58.8

43.3
42.7

79.8

75.6

76.5

78.0

86.6

77.3 •

Carga celular

(OTC/g xlO5>
sonó ríe

2.97

2.97

2.97

2.77

1.95

1.95

2.68

2.68

2.68

Temperatura

(°C)

21.0

17.0

17.5

19.0

18.5

17.5

20.0

18.0

19.2

Con el fin de comparar los resultados de la remoción alcanzada en las pruebas descritas

anteriormente y otras experiencias, se decidió convertir los resultados a velocidades de biodegradación

VBD, en mgAdía, 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 experiencias 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 5 litros,

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

columna en continuo se operó entre 17 y 23°C.
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Tabla 4.28. Velocidades de biodegradación para los diferentes clorofenoles, concentraciones y
sistemas de operación.

Fenol

2CF

2,4DCF

2.4.6TCF

23,4,6TeCF

PCF

Como fenoles totales

Conc.

mg/I

50

100

200

400

500

50

100

150

200

400

500

50

100

150
200

400

600

. 50

100

150

200

50
100

150

200

300

200

400

600

800

Operación por lote

Solos**

43
73

688 '

1,779

1,638

45
69
.

656
1,388

1,669

52

83
.

770

1,765

1,983

.

-

-

16

16
.

204

100

-

-

Mezclas*

-

-

-

-

-

9.7
34.5

40.4

16
-
-

0.7

.37.3

40.1

1.7
-

-

7-6
35.7

38.3

2.3

7.6

35.4

38

0
.

33.9

145.9

157

8.6

Operación continua,

mezclas a TKH~

62 h

-

-

7.7

23.8 •

46Á
-

-

1.6

16.5

24.2

-

9.1

28

57
.

7
19.8

50,5

-

-

24.6

88.1

178

-

31 h

-

15.3

46

100.3

20.7

29.5

83-6

19.1

57.1

108.2

.

13.8

41.5

96.7

49$
174.1

367.7

-

15 h

35.3

100.1

197.8

53.6

92.3

43.7

115

223

35-7"

87.9

205.7

135-3

376.7

718.9

-

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

Como se muestra en la tabla 4.28., las VBD fueron más altas para el

2)3,4TCF>PCF>214DCF>2)4,6TCF. Con respecto a los TRH, es claro que los mejores VBD's se

obtuvieron a bajos TfiH (15 horas). Eí comportamiento de la mezcla de clorofenoles es considerado
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bastante bueno. Las VBD estuvieron entre 135 y 719 mg/l.día cuando los TRH se fijaron en 15,5 horas.

En el caso de los TRH de 31 horas, las VBD oscilaron entre 50 y 367 mg/I.día. Finalmente, para los

mayores tiempos de residencia (62 horas), las VBD fueron de entre 25 y 178 mg/l.día.

Si los valores de VBD (específicamente los obtenidos a TRH=15.5 horas) son comparados con

los valores obtenidos en la operación por lote de las mismas mezclas, se concluye que las VBD se

incrementaron en un 140-580% debido al proceso en continuo. Por el otro lado, es interesante

comparar los valores alcanzados con aquellos obtenidos en operación por lote de los compuestos

individuales. Como se observa en la tabla, los valores obtenidos en las experiencias anteriores alcanzan

cifras de casi 2,00,mg/l.día, para las concentraciones más altas de los cíorofenoles (400-600 mg/l.día.)

4.8 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 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 sección; cor el fin de investigar el efecto de los diversos parámetros

manejados, sobre la biodegradación de cíorofenoles.

4.8.1 Caso I. Diferentes compuestos, variando el TRH

4.8.1.1 Descripción

Se trata de un diseño multifactorial. El experimento consistió en tratar una corriente que contiene 2CF,

2,4DCF o 2,4,óTCF en el reactor empacado, Se fijó la concentración de los compuestos en 500 mg/1 y se

variaron los tiempos de residencia y el tipo de cpmpuesto. Se midió el porcentaje de compuesto

removido por la técnica colorimétrica. Se hicieron duplicados de los experimentos (ver tabla 4.14).

4.8.1.2 Modelo a utilizar

El modelo a utilizar es un modelo estadístico lineal;
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Yi¡k = M' + t i + Pj + Tk-H % i= 1,2....a (1)

j = l , 2 . . . b

k= 1,2...n

donde:

i; efecto del tipo de compuesto

j: efecto del tiempo de residencia hidráulica

k: efecto de la interacción de ambos parámetros

4.8.1.3 Hipótesis

Las hipótesis a probar son las siguientes;

a) Con respecto al tipo de compuesto

Ho:MCl=MC2 = MC3

Hl: MCI * MC2 * MC3

b) Con respecto al tiempo de residencia hidráulica

Ho: MTKH1 = MTRH2 = M1BH3

Hl: MTRH1 3* MTRH2 ^ MTRH3

c) En relación a- la combinación de ambas variables

Ho: Mi) - M22 = M33

Para descartar las hipótesis se utilizará el siguiente criterio:

Si FT (teórica) > Fo (calculada), la hipótesis se acepta

Si FT (teórica) < Fo (calculada), la hipótesis se rechaza.
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4.8.1.4 Datos

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

*

Compuesto

2CF

2,4DCF

2A6K3?

Tiempo de residencia hidráulica (horas)

3.1

1.9,3,26

60,60

4852,8

15-5

18,29,9

40,7,44,9

85,55,94,19

31

. - 25,8,313
25.34

67,89,2

Después de los cálculos correspondientes se llega al siguiente

4.8.1,5 Resumen

Tabla 4.30. Resultados del análisis estadístico.

Fuente de variación

Compuesto

TRK
Interacción

Error

Total

Suma de cuadrados

8,899,9

727,41

-29,934,41

32,978^9

12,671,19

Grados de libertad

(a-l)=2

.... W) = ? ,
(a~l)/Cb-l) = l

Abfn-1) = 9

14

Media de cuadrados

4,449,95

363,70

29,934,41

3,66425
-

1,2144

0,0992

8,1693

4.8.1.6 Interpretación

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

De Montgomery (1991), F1|9 = 5.12 yF2>9 = 4.26.

a) Ya que Fo <F I9 , se rechaza la hipótesis, lo que significa que el compuesto en cuestión'no es

determinante sobre la biodegradación alcanzada en el sistema en continuo.
l .|fc¥inr» ln~-——-—» ̂ -"*->a
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b) Por otro lado, Fo< Vl¡9, por lo que tampoco se puede considerar que el TRH por si solo sea el que

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

, c) Finalmente, ya que Vo>¥29, se puede concluir que la.combinación de ambos parámetros (tipo de

compuesto y TKH) si afecta el desempeño del reactor de lecho ñjo.

4.8.2 Caso If. Diferentes concentraciones en la mezcla, variando el TRH

4.8.2. 1 Descripción

Se trata de un diseño multifactorial El experimento consistió en tratar una corriente que contiene 2CF,

. 2,4,6 TCF, 23,4,6TeCF y PCF en el reactor empacado. Se fijó la mezcla de compuestos y se variaron la

concentración de los compuestos y los tiempos de residencia. Se midió el pocentaje de compuesto

removido por la técnica colorimétrica. Se hicieron triplicados de los experimentos (ver tabla 4.24.

4.8.2.2 Modelo a utilizar

El modelo a utilizar.es un modelo estadístico lineal:

Mik=M' + 'Ci+ Pj + xk-f % i= 1,2—a (1)

j = l , 2 . . . b

k=l ,2 . . .n

donde:

* i: efecto de la concentración total de la mezcla,

j : efecto del tiempo de residencia hidráulica

k: efecto de la interacción de ambos parámetros
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4.8.2.3 Hipótesis

Las hipótesis a probar son las siguientes:

d) Con respecto a la concentración total de la mezcla

Hl: MCI 5* MC2 * MC3

e) Con respecto al tiempo de residencia hidráulica

Ho: MTRH1 = MTRH2 = MTRH3

Hl: MTRH1 * MT8H2 # MTRH3

f) En relación a la combinación de ambas variables

Ho: Mij = M22 = M33

Hl;Mij*M22?*M33

Para descartar las hipótesis se utilizará el siguiente criterio:

Si FT (teórica) > Fo (calculada), la hipótesis se acepta.

Si FT (teórica) < Fo (calculada), la hipótesis se rechaza.

4.8.2.4 Datos

Tabla 4.31 Eficiencias de remoción alcanzadas (%) para los diferentes compuestos,
en función del TRJI.

*

Concentración Ímg/T}

200

400.

600

Tiempo de ¡residencia hidráulica (horas)

15,5

6055,49,55,58,65

78.81,73,64,86.83

78,66,78,79,76,57

31

42,16,42,90,48,69

69,29,72,15,86,04

89,14,85,10,84,88

62

45,85.4435,37,95

• 75,27,77,91.76,36

72.75,80,10,79,07

116



4. Resultados y discusión

Después de los cálculos correspondientes se llega al siguiente

4.8.2.5 Resumen

Tabla 4.32. Resultados del análisis estadístico.

Fuente de variación

Concentración

TRH

Interacción

Error

Total

Suma de cuadrados

5,821,24

153,50

5,667.64

4,482,75

7,159-73

Grados de libertad

fa-1) = 2

fb-1) = 2

ra-lVfb-1) - 1

Abfn-1) - 18

23

Media de cuadrados

2,910,62

76,75

5,667,64

249,04

-

Fo

11,87

0,0135

22,75

-

4.8.2.6 Interpretación

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

De Montgomery (1991), F,|18 = 4.41 yF2|18 = 3.55-

a)Ya que Fo >F218, se acepta la hipótesis, lo que significa que la concentración de la mezcla es

determinante sobre la biodegradación alcanzada en el sistema en continuo.

b) Por otro lado, Fo < F218, por lo que se rechaza la hipótesis. Esto significa que el TRH por si solo no

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

c) Finalmente, ya que Fo>FU8J se puede concluir que la combinación de ambos parámetros

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

5,1. Conclusión general

Se comprueba que la bacteria Pseudomonas fluorescens inmovilizada en el soporte adecuado es capaz

de tratar corrientes acuosas que contienen clorofenoles o mezclas de ellos, aún en altas

concentraciones (en el orden de cientos de miligramos por litro)., con eficiencias muy variables,

dependiendo del sistema empleado.

En particular, se concluye que para tratar una mezcla de clorofenoles o fenol solo se

recomienda emplear un reactor de biomasa fija, con el fin de disponer de una alta concentración de

células por unidad de volumen, además de minimizar los efectos tóxicos de la corriente por tratar. Se

sugiere utilizar como empaque tezontle (mallas 12, 14 y 16), por ser un material económico ($/m3),

altamente poroso, de íacil disponibilidad y resistencia mecánica mayor a la de otros empaques

probados.

En caso de ser posible y sobre todo rentable, operar a 28°C, que es el valor óptimo para el

crecimiento y actividad de Pseudomonas fluorescens. Habrá que adicionar la cantidad de nitrógeno y

fósforo necesarios para la óptima actividad del microrganismo , semejante a las reportadas en el medio

de Dapaah(0.488 1,59 mg/1 de sulfato de amonio y fosfatos de potasio, mono y dibasicos,

respectivamente).

Para un reactor en operación por lote se recomienda recircular la corriente a tratar el tiempo

necesario para alcanzar una biodegradación cercana o superior al %%. Esto es factible para los

clorofenoles en concentraciones no mayores de 600-700 mg/1 (excepto el caso del clorofenol, que puede

ser tratado en concentraciones de hasta 200 mg/1). Para el caso de las mezclas se recomienda no

exceder una concentración total de 600 mg/1
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Para un reactor en operación continua, se recomienda permitir que la corriente a tratar y los

microrganismos estén en contacto entre 15 y 30 horas, para alcanzar las máximas eficiencias de

remoción. El análisis estadístico aplicado a las pruebas realizadas en un reactor continuo demostró que

el TRH por sí solo no determina el nivel de degradación de las mezclas, sino que una combinación del

tipo de compuesto, concentración total de clorofenoles y el TRH, son quienes determinan el grado de

degradación de los clorofenoles presentes. De esta manera se obtendrán degradaciones de entre 43 y

87% yniveles de mineralizacion (remoción de materia orgánica medida como COT), de entre 41 y 6096.

5.2 Conclusiones específicas.

5.2.1 Aspectos bioquímicos y microbiológicos de Pseudomonas fluorescens

5-2.1.1 La bacteria elegida para el estudio presentó una gran capacidad metabólica para

transformar/mineralizar el fenol ya algunos cloro, metil y nitrofenoles, así como el acido 2,4 dicloro-

fenoxi acético, que son considerados como compuestos tóxicos.

5.2.1.2 Las velocidades de biodegradación del 2CF, 2,4 DCF, 2,4,6TCF y PCF, cuando se

emplearon las células libres, son del orden de 4.6, 7.1, 3-9 y 33 mg/l.día 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

máximas fueron de 1,779,1,669,1,765 y 204 mg/1 (para concentraciones de 400, 500, 400 y 200 mg/1),

respectivamente. Si se comparan las velocidades a concentraciones iniciales iguales, se observa que las

velocidades se multiplican por factores de 16,10,21 y 5 aproximadamente.

5.2.1.3 Se determinó que el mecanismo de degradación de los CF es la decloración del

intermediario aliMtíco después de la ruptura del añilo aromático (para el 2CF, 2,4DCF y 2,4,6TCF) como

ha sido sugerido por Uotila(1993) para la decloración de mono y diclorofenoles por los géneros

Pseudomonas, Arthrobacter y Rodococcus. En cuanto al mecanismo de degradación del PCF, el

mecanismo evidentemente es otro, quizás la dehidroxilacíón, como lo revisa Uotila (1993) para la

degradación de fenoles policlorados por los géneros Pseudomonas, Corynebacterium.,Rhodococcus,

Mycobacteríum, Arthrobacter, Streptomyces y Flavobacterium.
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5.2.2 Soporte más adecuado para la inmovilización

5.2.2.1 Cuatro soportes fueron caracterizados en cuanto a su capacidad para retener a

Pseudomonas fluorescens. Los resultados se expresan como UFC/g soporle . La arena (con una

porosidad de aproximadamente 52%) fue capaz de retener 8.43xlO4 UFC/g sopor[e, Por su parte, el

tezontle (con una porosidad del 65 %) retuvo hasta 1.39xlOn UFC/g soporEe. El carbón activado (con una

porosidad del 68% y conocida capacidad de adsorción) fue capaz de retener hasta 4.7xlÜ15 UFC/g s .

Finalmente, por medio del proceso de atrapamiento, las esferas de alginato de calcio retuvieron hasta

3.85 xlO14 UFC/g sopóle. Aunque para este material no se puede calcular la porosidad, se reporta que la

fracción de vacíos (equivalente a la porosidad) resultó de 0.74.

Por lo anterior se puede decir que el mejor soporte para inmovilizar a la bacteria P.

fluorescens es el tezontle con tamaño de mallas 12,14 y 16.

... . El desarrollo del catalizador de alginato de calcio demostró amplias posibilidades de

aplicación, pero éste tiene limitaciones que presenta debido a la baja resistencia física de las partículas

producidas.

5.2.3 Condiciones para la producción masiva de R fluorescens

5-2.3-1 En este trabajo se presentan además las condiciones para producir masivamente células

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

de 1 g/1 de células (alrededor de ixlO10 UFC/ml medio). Con 30 litros de este cultivo es suficiente para

, inocular la columna empacada con tezontle con capacidad de 5 litros, situación que en la práctica

podría ser de sumo interés, ya que una de las grandes limitantes de los procesos biológicos frente a los

fisicoquímicos es el tiempo de arranque.

5.3.2.2 Las cuentas celulares dsarrolladas en cajas con medio YPG (adecuado para toda

bacteria heterótrofa) y medio King B (específico para bacterias fluorescentes) tuvieron valores muy

cercanos a IxlO10 UFC/ml medio, lo que demuestra que la mayor parte de ías bacterias cultivadas son

Pseudomonas fluorescens. El mismo comportamiento fue observado en la columna empacada durante
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los 10 meses que se mantuvo en operación. Este procedimiento de cuenta en placa puede ser el

método a emplear para la operación de la columna en escala real.

5.2.4 Tratamiento de los compuestos por separado en una columna empacada

operando en lote

5.2.4.1 La columna empacada con las esferas de alginato de cúcio-Pseudomonas ftuorescens,

fue capaz de tratar efluentes conteniendo F, 2CF, 2,4DCF y 2,4,6TCF en concentraciones de 1000/500 ,

400 y 100 mg/i, respectivamente con eficiencias de remoción de 98,95, 98 y 97%. Las VBD para este caso

fueron de 669,346,191 y 38 mg/l.día, respectivamente. Las velocidades específicas de remoción fueron

58.4,3-31, 3-86 y 55-3 mg/UFC.día, para dichos compuestos.

5.2.4.2 En operación por lote (para la columna empacada con tezontle), los compuestos fueron

degradados exitosamente (alrededor del 95% de eficienciencia) en concentraciones de hasta lOOOmg/1

(F), 600mg/l (2CFy2,4DCF), 700 mg/1 (2,4,6TCF) y 300 mg/i (PCF). Las velocidades de biodegradación

rráxirñas fueron del orden de 413,17S0; 1,670,2,190 y 200 mg/l.día, respectivamente. Las efeiciencias de

degradación fueron mayores o iguales a 95%-

5-2.4.3 La relación C/N tuvo un importante efecto sobre la actividad de la columna empacada

con tezontle, operando én lotes. A mayor relación C/N, menor fue la actividad de la columna como

mg/l.día para el intervalo C/N de 0.5 a 2 . El nivel óptimo de nitrógeno resultó ser el que resulta en una

relación 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 concentraciones de 300 mg/1, se alcanzaron

degradaciones del 86,89, 94 y 59% a las 24 horas, mientras que la disminución de COT alcanzó valores

de 63,47,71 y 14%, respectivamente.

5.2.5 Tratamiento de mezclasen 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 operación por lote, dependiendo de la concentración de la mezcla de
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cloro-fenoles, íos valores de la velocidad de biodegradación se vieron reducidos importantemente (entre

1/2 y 1/450 del valor correspondiente a los 68, 79 y 2%, respectivamente. .

5.2.5.2 Las mezclas de 200,400 y 600 mg/1 alcanzaron remociones totales de hasta 87, 97, y 99%,

respectivamente. La mezcla con concentración total de 800 mg/1 no pudo ser tratada debido a un

fuerte efecto tóxico. También se observó un alto valor de mineraltzadón total para las mezclas de 400 y

600 mg/1 (70-80%).

5.2.53 En cuanto a la toxicidad de las mezclas de DCF, TCF TeCF y PCF exp'resadas como

concentraciones totales de 400, 600 y 800 mg/1, se obtuvo que la toxicidad es de 41, 52 y 358 mg/1 ,

como EC50 (dosis letal media). Al finalizar el proceso.de biodgradación en la columna empacada con

tezontle, las toxicidades llegaron a niveles de 21,12 y 278. mg/1 (como EC50), lo que significa que hubo

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

5.2,6 Tratamiento de los compuestos por separado en la columna empacada

operando en continuo

5.2.6.1 La concentración de células durante la operación de la columna (10 meses) rué de entre

104 y 107 UFC/gsoporEe) dependiendo' del compuesto/mezcla inyectada a la columna y el tiempo de

residencia hidráulica utilizado, valores que muestran la afinidad de Pseudorwnas por los sustratos, en

alguna forma.

5.2.6.2 Cuando se empleó una columna de 5 litros de capacidad, en operación continua (a

temperatura ambiente) para tratar a los clorofenoles por separado, se encontró que los valores de la

velocidad de biodegradación se incrementaron con respecto a aquellos obtenidos para las células

libres, pero no son mayores que los encontrados al tratar a los compuestos específicos en un sistema

inmovilizado trabajando por lotes. Estos valores son dependientes del tipo de tóxico, de la

concentración del mismo y del tiempo de residencia hidráulica, por lo que quizá en la práctica valga la

pena trabajar en reactores por lote para tener procesos menos complejos de operar y un mayor control

sobre el reactor.

5.2.6.3 Cuando se alimentan clorofenoles por separado a una concentración única, se encontró

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

combinación de ambos parámetros el que ajusta el desempeño del reactor de lecho fijo.

5.2.7 Tratamiento de las mezclas en la columna empacada operando en continuo

5-2.7.1 La tasa de biodegradación de los clorofenoles en una mezcla de 200, .400 , 600 y 800 mg/1

alcanzaron valores de 9 a 146 mg/l.día. Las eficiencias de remoción para las mezclas de clorofenoles

fueron de entre 43 y 86 %. Los valores de mineralizaclón total fueron de entre 38 y 60 %.

5.2.7.2 Si se considera bajo el mismo régimen de operación la degradación del total de

clorofenoles presente, las velocidades de degradación son importantes comparadas con las anteriores.

En la mezcla de 200 mg/1 la degradación fue de 24 a 135 mg/l.día, mientras que para la mezcla de 400

mg/1 los valores oscilaron entre 88 y 376 mgAdía. Finalmente, los valores para la mezcla de 600 mg/1

fueron de 178 a 720 mg/Ldía.

5.2 J.3La mineralízación alcanzada para las mezclas de clorofenoles fue de entre 38 y 53%, dependiendo

del TRH y la concentración total como clorofenoles.

5.2.7.3 Cuando se alimentó una mezcla de clorofenoles de igual naturaleza, modificando la

concentración total y el TRH se encontró que la concentración de la mezcla es determinante sobre da

degradación alcanzada en el sistema en continuo. El TRH por sí solo no determinó el porcentaje de

biodegradación alcanzado en la columna, pero una combinación de ambos factores si afecta .el

desempeño del reactor de lecho fijo.

Cabe aclarar que es difícil 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, y aún menos en los que se traten mezclas de cuatro clorofenoles simultáneamente, La

aportación de estre trabajo reside precisamente en que es la primera vez en que se reporta la

degradación de altas concentraciones de derivados mono-, di-, tri-, tetra- ypentaclorados del fenol, por

medio de una bacteria inmovilizada en un soporte tan sencillo y económico como lo es el tezontle. Sí

existen, por supuesto, trabajos en los que se ha reportado aisladamente la degradación de. di-, tri y

pentaclorofenol, bajo condiciones muy distintas a las utilizadas en este trabajo.
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Otra aportación fundamental es que la bacteria empleada no requiere de largos procesos de

aclimatación como en otros trabajos se ha reportado, y que al inmovilizarla en el soporte descrito se

cuenta con un sistema estable, que no se contamina con oíros mícrorganismos, a pesar de no utilizar

un sistema estéril.

Otro aspecto relevante del trabajo es que no se consideró leí suministro de aire u oxígeno

adicional al disuelto en la corriente de entrada, con tal de no aumentar el costo y complejidad de la

operación. 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 eí estudio de la biodegradación de compuestos tóxicos desde el punto de' vista de las

rutas metabólicas. Específicamente es necesario estudiar la complejidad de las reacciones que se llevan

a cabo cuando una mezcla de compuestos son puestos en contacto con una sola bacteria. De esta

manera se explicarán más ampliamente las degradaciones alcanzadas al tratar las mezclas de

clorofenoles en la columna empacada con tezontle.

b) llevar a cabo estudios de degradación de mezclas de clorofenoles en una columna en continuo a

temperatura controlada. Estudiar el efecto de la adición de oxígeno (aire) al sistema, si se quiere

estudiar el efecto que la temperatura ejerce sobre la capacidad de biodegradación de las bacterias. Por

supuesto que es poco práctico 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 sería científico.

c) Aspectos de ingeniería, tales como las transferencia de masa en la columna empacada, deben ser

investigados y aplicados al diseño del sistema en escala piloto. Conforme el tamaño de la columna

.empacada aumente, los problemas de transferencia de masa se harán más evidentes y complicarán la

operación de la columna empacada.
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d) Es importante plantear un modelo matemático que describa la operación de la columna empacada en

el tratamiento de clorofenoles o mezclas. En este trabajo no se consideró diseñar los experimentos con

el fín de-plantear un modelo matemático, puesto que es un estudio para ver la apíicabilidad de la cepa

bacteriana en diferentes condiciones,

e) Convendría iniciar estudios relativos a la degradación de compuestos tóxicos utilizando un par de

micrroganismso que se complementen en tal actividad metabólica; quizas de esa manera se podrían

complementar la degradación de los compuestos y su mineralización.
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ANEXO A

Metabolismo bacteriano de algunos clorofenoles

(Adaptado de Rockind-Dubinsky etai, 1987)

A.l. Metabolismo bacteriano de ios clorofenoles (excepto el pentactorofenol)

Estudios con Arthrobacterspp, han confirmado que el mecanismo que emplea esta bacteria es la

mediación. Se ha demostrado la conversión del 2,4,6-triclorofenol a 2,4,6-trícloroanisol. La

mediación es también el mecanismo dominante en la conversión de guayacoles (o-metoxifenol) a

veratroles (1,2-dimetoxibenceno) por Arthrobacter spp. También han sido localizadas pequeñas

concentraciones de catecoles en el medio de cultivo. En la figura A.l se muestran algunos

ejemplos de este mecanismo.

Un mecanismo alterno al antes descrito es la formación de catecoles a partir de

clorofenoles. Células de Nocardiasp. crecidas en fenol son capaces de metabolizar 2-clorofenol a

3-cIorocatecol, 3-clorofenol a 4-clorocatecol y 4-clorofenoí a 4-clorocatecol. De la misma manera,

células de Pseudomonas sp. B13 o Alcaligenes eutrophus crecidas en fenol son capaces de

metabolizar 2-clorofenol a 3-clorocatecol y 4-clorofenol a 4-clorocatecol. Pseudomonas sp. B13

puede utilizar 4-clorofeno como única fuente de carbón y energía y con este sustrato puede

cometabolizar completamente 2-clofofenol y 3-clorofenol sin acumulación de metabolitos.
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Figura A.1 Metaboismo de degradación para el PCF propuesto para Pseudomonas sp.

Una cepa de Arthrobacter sp. que degrada fenilcarbamato también metaboliza 4-clorofenoI a

4-clorocatecol. Mientras que ía misma cantidad de enzima inicial es utilizada para el primer paso

de ía degradación de fenol y 4-clorofenoí, las células crecidas en fenol contienen una enzima

muconato-lactonante que presenta poca actividad hacia el ácido 3-cloromucónico, el metabolito

del 4-clorofenol.

Suspensiones celulares de Achromobacter sp. metabolízan 4-cíorocatecol al semialdehído 4-

cloro-2-hidroximucónico y 3,5-diclorocatecol a semialdehído 3,5-dicloro-2-hidroximucónico

utilizando la misma catecol lfó-oxigenasat que difiere de fe cateeoí 2,3-oxigenasa más común.

Ninguno de los productos son metabolizados más allá de este nivel.

Pseudomonasputida metaboliza 4*clorofenol a 4-clorocatecol, empleando la ruta de ruptura

en posición meta de la catecol 2,3-dioxigenasa para producir semialdehido 2-hidroxi-5-
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cloromucónico, el cual se acumula al 10% del sustrato inicial. El 85% del cloro inicial se recupera

como cloro libre, aunque el mecanismo de liberación del cloro aún no ha sido elucidado.

Dos especies de bacterias fueron utilizadas para producir una cepa construida

genéticamente con la capacidad alterada de metabolizar compuestos aromáticos. Una de ellas es

Pseudomonassp, B 13, que tiene la habilidad de metabolizar clorofenoles. Otra es Aícalígenes sp.

A7, la cual degrada fenol por la opción meta y no presenta actividad hacía los clorofenoles y fue

combinada para producir una mulante, la cual utiliza fenol por la opción orto y tamben

metaboliza 2-, 3-, y 4- clorofenoí así como ácido 3-clorobenzoico. Tres enzimas fueron aisladas: la

pirocatecasa II y la cicloisomerasa las cuales tienen actividad para sutratos halogenados y una

tercera enzima, que funciona exclusivamente con el metabolismo cloroaromático para llevara cabo

la dehalogenación-cicloisomeración de los ácidos cloromucónícos (ver figura A.2).

La cepa de P. cepacia AC1100 que degrada ácido 2,4,5-tricorofenoxiacético, puede declorar

una amplia variedad de clorofenoles. Suspensiones celulares de esta cepa decloran en tres horas

una concentración del sustrato a concentración 0.1 mM de los siguientes clorofenoles: 2,3-, 2,4-

y2,5-diclorofenol, 2,3,4- y2)4,5-triclorofenoí, 2,3,4,6- y 2,3,5.6-tetradorofenol y peníaclorofenol. la

cepa presentó menor actividad en el caso del 2,4,6-tríclorofenol y 2,3,4,5-tetraclorofenol y

metabolizó muy pobremente 2,6- y 3)5<üclorc>fenoly2}3,5-) 2,3,6- y 3,4,5-triclorofenol.

El mecanismo que los hongos utilizan para la degradación de los clorofenoles involucra la

mediación, de manera análoga al mecanismo que emplean algunas bacterias. Un estudio sobre

116 aislados reveló que el 59% de ellos produce 2,3,4,6-tetracloroardsol a partir de 2,3,4,6-

tetraclorofenoí con eficiencias del 1 al 83%. Algunos hongos que presentan estas habilidades

son: Paecilomicesspp., Penciliumspp. y Scopulariopsísspp. También algunas cepas de hongos

metabolizan 2,3,4,6-tetraclorofenol sin la formación del correspondiente anísol, lo que sugiere un

mecanismo alterno para el metabolismo de clorofenoles. La levadura Rhodotorula glutinis crecida

en fenol convierte 3-clorofenol en 4-clorocatecol. Existe poca información disponible sobre el

metabolismo de clorofenoles en hongos, aunque hay evidencias que indican que Penicillium sp.

produce 2,4-didorofenol como metaboíito natural.
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Figura A.2 Degradación de cloroaromáticos por las enzimas de P. pulida.

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 raetabolizan PCP.

Cultivos áePseudomonasspp. producen tetracloro-fenolytetrahidroquinona a partir de PCP

(figura A.3) que son metabolizados rápidamente después de producidos. No hay evidencia de la

metilación del PCP para formar pentacloroanisol. El pentaclorofenol es metaboíizado por
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Figura A3. Metilación de clorofenoles por Árthobacter spp.
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Abstrae*

The production of a Ca-alginate/Pseudomonas fluorescens biocatafyst, for the removal of phenoí, chlor-
ophenol, dichlorophenol, and trichlorophenoí from wastewaters was studied. Rheologicai characterization
(before and after heat treatment) of the Na-aJginate solutíon was carried out. Tbe effect of some opera-
íional parameters of production including air pressure, alginate solution conceniration, feed rate, and
alginaíe/ceils ratio, on the size and quality of the spheres was evaluated. In addition, a study of the
biocatalyst including the quantity oí cells enirapped into the alginate spheres, the apparent and real catalyst
densíties, the humidity and the e void fraction was carried out together with a kinetic characterization of the
Ca-aigínate spheres through a first order expression. Finaliy, an assessment of the catalyst in the bio-
degradation of plie^ol, piono, di-, and trichlorophenoí at medium-high concentrations (1000, 500, 400 and
100 mg I™') is presgnted and díscussed. © 199S Elsevier Science Ltd. Ail rights reserved

Keywords: Calcium alginate, Chlorophenols, Immobiüzed celis, Phenol, Wastewater treatment.

Introduction

PhenoJ and chlorophenois are íoxic compounds very
often found in industria] effluents such as those gener-
ated by the pulp and paper, timber produets, plastics
and synthetic polymers, pharmaceutica! producís, pesti-
cides, oil and peírochemistry and texííle industries.
Microbíal enzymes are a potentíally effective means of
degrading pollutants, and immobilized cells have
advantages over the use of freely suspended cells [1],
such as the capabiüty of re-use, and the ease with
which the cells can be separated frorh thg, reaction
mixture.

Other advantages include the possibility of the míni-
mization of the díffusíonal restrictions on the rates of
reaction, the minimization of product inhibition
(especially for packed colurnns) and the possibility of
fuJIy continuous processes. There are many inert sup-

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

ports or poiymeric matrices in which to ímrnobíiize
ceJIs and a!! present both desirable and undesirable
features, in aspeets such as strength, cost, afñnity with
the substrates, ease of handling, and the capabiliry of
entrapment/adsorption of cells [2-5]. With respect to
the option of entrapping cells into a poiymeric matrix,
some polymers have been more frequentíy reported,
such as k-carrageenin, DEAE, polyhydracide, aíginate,
agar, and bone char [1J.

The aim of this work is to provide ínformation con-
cerning the production of a Ca-alginate/Pseudomonas
fluorescens biocatalyst for the removal of phenol,
chloropheno!, dichlorophenol, and trichlorophenoJ
from wastewaters. Tests such as the rheoíogical charac-
terization of the Na-alginate solutions (before and
after heat treatment) were carried out. The effect of
some of the production operationaf parameters (í.e. air
pressure, alginate solution concentration, feed rate,
and alginate/cells ratio, among others) on the size and
quality of the spheres was also evafuated. In addition, a
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characterization comprising the quantíty of cells (as
FCU g.,Uppori " ' ) entrapped into the alginate spheres,
the apparent and real catalyst densities, the humidity,
and the void fraction of the biocatalyst was deveioped-
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-
chioropheno! (2,4,6TCPh) at high concentrations
(1000, 500, 400 and 100 m g r 1 ) is presented and
discussed.

Materials and methods

Strain, cultural conditións and harvesting procedure

A Pseudomonas fluorescens straín obtained from sea
sediments was employed in this work. This strain
showéd interesting capabilitiesin íhe degradation of
chloro-, nitro-, and rnethyíphenols, as well as pheny!
acetic and 2,4 dichlorophenoxyacetic acids [6J. Details
concerning the general characteristics, cultural condi-
tions, and biodegradation capabilitíes of the bacteria
have been discussed previously [6]. Celis were
harvested after growing in YPG médium (yeast extract,
peptone of caseine and glucose), using a mJni-centri-
fuge (Eppendorf 5415C, USA) at 11000 rpm (9880
relatíve centrifugal forcé RCF) for 20rnin. The cells
were rúised with phospiiate buffer (pH 7) and centri-
fuged again.

Na-alginate solutions preparation and characterization

AJgínate solutions (Burmester Pharmatrade, Harnburg,
Germany) were prepared in concentratíons between
0;5 and 4%. Alginate powder was added to deíonízed
water and mixed thoroughly (700 rpm) until the sus-
pensión becarne homogeneous. Some of the suspen-
sions contaíned 0067% Pseudomonas fluorescens with
difieren! proportions of Na-alginate. Some suspensions
were characterized before and after a heat treatment
(consisting of, lOmin at 100°C ín an autoclave) by
means of a Brookfield DV-1 viscometer (spindies 1 and
4). The rheological Índices K and n were statistically
evaluated from the Brookfield raw data according to
the procedure detailed by Hannote et al. [7].

Biocatafyst production

The production of the Ca-alginate spheres and the
Ca-aíginate/cell spheres was- as follows: a solution or
mixture was extruded through a needle placed into a
concentric cylinder, fed with fiker air (at dífferent pres-
sures) in order to control the particle diameter (see
Fig. 1). The drops extruded were received in a flask
containing 0-1 M calcium chloride solution and cured
for 1 h. The parameters controiied duríng the process
were the aír pressure (in kgcm"2), the alginate feed

JL
tNa-alginate
+ cells mix

.air

CaCI2
'ü.1 M

Fig. 1. System for the production of Ca-aiginate spheres.

rate (in mi min '), and the height between the end of
the pipe and the surface of the calcium chloride solu-
tion (in cm).

The amount of Ca24" consumed in the aiginate gela-
tion process (with and without cells entrapped), was
determined by means of the measurement of the initial
and fina! Ca concentration in the gelation process
according to Standard Methods [8j. In addition, the
gspfieros feulginatcgspfieros feulginatc anu gsphefcs Jaiginate soiuüon yieiÜS

were calculated owing to their importance in the eco-
nomics of biocatalyst production.

Physical and kinetic characterization of the biocatalyst

The size dístribution 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 stainíess 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, respectiveiy). No sígnificant differences were
found between the results of the two methods, and the
rnost 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. DA and £>B) in order to determine
sphericity - DADB " ' . The apparent density was evalu-
ated by putting a tmrhber of spheres in a 50rnI glass
cylinder, and the real density by a water dísplacement
method (usíng diluted Dapaah médium), Humidity was
evaluated in duplicate using a thermobalance (Ohaus,
USA). The void fraction was evaluated using the
method reported by Buchholz [9], consisting of dehy-
dratíon of the biocatalyst untiJ the critícal humidity
(from a humidity versus water loss rate plot, the point
between b and c zones, Fig. 4) followed by a reconsti-
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tution of the particle in a 01 M calcíum chloride
solutíon.

The coiony forming um'ts per gram of support, CFU
gswpporr ~l were measured as detailed in Torres et al.
[6], A quantity of spheres was weighted, mashed and
dissoíved in a 2 g l ~ ' EDTA,.and 20gf~' NaC! solu-
tion. When the caíalyst was completely díssolved, the
splution was diluted and the procedure was continued.

10 g of biocataiyst (previousiy put on a paper in
order to avoid excessive water) were placed in a 500 mi
Erlenmeyer flasks, with 150 mi of Dapaah médium [10]
diluted 1/10, aiong with the corresponding concentra-
tion of 2CPh, 2,4DCPh 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 aír fiow of 1-9+0-721 min~'. Runs without aera-
tion were done in order to avoid the effect of the
desorption process. Samples (100 ¿¿1) were taken every
15 min for 2 h, and every 30 rnin during the next 2 h.
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:

where C and Cc are the phenoi concentrations (in
mgl~') at any given time and zero time, k is the.
kineíic parameter (in h~') íind / the process time
(hours). r ís the correiaííon factor which indícales the
suitability of the fitting process.

Assessment of biodegradation capability

A 0-027 mi glass column, similar to that used in a pre-
vious work [5] was employed ín order to assess the
biodegradation capability of the biocataiyst. Approxi-
mately 22-5 g of biocataiyst was placed in the column.
Temperature was fixed by means of water recirculation
through the external jacket. AJÍ experiments were
carried out as batch processes. 100 mi of each chloro-
phenol in Dapaah diluted médium were circulated
through the column for a time which was long enough
to achieve a chlorophenol removal valué 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 Brookfteid viscomeíer measure-
ments were processed as detailed by Hannote et al. [7]
in order to calcúlate statisticaüy the fiow index, n, ana
the consistency index, K, from the power iaw;

¡i=Ky"~~} (2)

where /( is the apparent viscosity in mPa, K is the
consistency index in Ns"m~2 , y is íhe shear rate in
s" ' , and n is the index fiow (dimensionless) The valúes
of n and K, as well as the correlation coefflcients (/•) for
the different Na-alginate solutions before and after
heat treatment (without celis) are shown at Table 1.
For repeatabiüfy purposes, the number of the spindle
used is reponed in the same tab)e.

ín the case of the solutions before heat treatment,
all the fluids showed a pseudoplastic or rheofluidizating
behaviour (n<l) in the range of 0-67-0-95 n valúes.
With respect to the consistency index, K, there exists a
clear relationship between the Na-alginate concentra-
tion and the K valué (which had valúes between 0-04
and 16-9 Ns"m" 2 ) . It is worth noting that r valúes
were aíways greater or equa! to 0-94, which confiráis
the suitability of the power iaw equation in modelling
íhe experimental data. In terms of viscosiíies, íhe solu-
(ions had valúes from 31 ío 13619 cp (since it is a
non-Newtonian fluid, an apparent viscosity can be
defined for every shear rate valué, in this case for a
shear rate of 30 rpm).

After heat treaíment, the solutions undergo
importan! changes; The steriüzatíon process caused a
drastic decrease in the solution's viscosity [1], The
Na-alginate solutions were in general more pseudo-
plastíc (0-73 ¿ n < 0-9) and less viscous. The consistency
indexes were in the range 0-02-2-75 Ns"m~ 2 (the
higher the polymer concentration, the higher the K
valué) and the viscosities between 12 and 1724 cp (for
a shear rate of 30 rpm). This means a reduction
berween 50 and 600%. Again, the r valúes were quite
high (0-94-0-99), indicative of a good applicability of
the power Iaw.

This reduction in viscosity due to the steriüzation

Table 1. RheoJogicai characterization of the Na-alginate solutions without celis, before and after heat treaímení

Na-alginate

(%)

4
3
2
I
0.5

Spindle
number

4
4
4
1
1

0.88
0.86
0.67
0.95
0.83

Before heat treatment

) AT(Ns"ni-2)

16.99
6.65
1.3!
0.19
0.04

/' (cp)

13619
5131

633
175.3
31.7

r{-)

0.99
0.99
0.94
0.99
0.98

Spindle
number

4
4
i
1

After

«(-) /

0.77
0.73
0.90
0.84
0.75

heat treatment

: ( N s " m - 2 )

2.75
1.15
0,26
0.06
0.02

/'(cp)

1724
644
149.7
49.0
12.2

r ( _ )

0.97
0.94
0.99
0.99
0.97
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process could be beneficia! to process economy, since
lower viscositíes mean íower pump sizes and the avoid-
ance of some tubing and fitting problems if, and only if
no geliing problems (i.e. weak gels, long gelation times)
are encountered.

0067% Pseudomonas fliforescens soíuíions were
mixed wiíh 1-4% Na-aíginate( and the rheologícal
characteristics were evaluatéd. The alginate/ceHs ratio
varied between 15 and 60 (Table 2). These solutions
showed pseudopíastic behaviour (0-7<n<0-96), but
had different • valúes when compared with solutions
with an equal polyrner concentration (lower n valúes as
a genera! rule). The K valúes were always higher for
the mixtures in comparison with those found for the
Na-alginate solutions, but the more reíevant differ-
ences were for the 2 and 3% alginate soíutions. The r
valúes were excellent (0-97-0-99), better than those
reported for the solutions at equal Na-alginate
concentraíions.

A rheogram shear rate-viscosity for the alginate/
celis mixtures is shown in Fig. 2 in which soüd unes
correspond to the power law equaíion. As shown, good

agreement between data and the theoretical expressíon
was found. The viscosities of the alginate/cells mixtures
with ratios 60 and 45 were quite similar (specially at
3ow shear rates), not signifícantly different in statistical
terrhs, while the viscosities for the mixtures with ratios
30 and 15 were cieariy different.

Production ofthe biocatalyst

Different biocatalyst batches were produced using dif-
ferent operationai parameters: air pressures, alginate
concentratíons, feed rates and height from the curing
solutíon surface to the end of the tube where the
spherical alginate particles were extruded. Different
size distributions were obtained when the operational
parameters were controiled at different valúes. As an
example, ín Fig. 3 the percentage of material retained
in every mesh (from 0-42 to 2-38 mm) for alginate con-
centrations of 1-4% are displayed. For every polymer
concentration, a typical size distribution was observed,
i.e the more frequent sizes were 1-41, 1-13, 0-96, and
0-59 mm for the 4, 3, 2, and 1% of Na-alginate. These

Tabie 2. Rheologicai characterizatíon of Na-alginate/'Pseudomonas fluorescens mixtures

Na-alginate (%)

4
3
2
1

Spindle number

4
4
A
\

Aiginate/ceiJs ratio

60
45
30
15

0.84
0.76
0.70
0.96

K(Ns"m~ 2)

18.22
17.00
4.02
0.34

0.99
0.99
0.97
0.99
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2.38

Mesíi diameter, mm

Fig. 3, Size distribution of the catalyst produced under different condíüons.

guíate, %

tests were deyeloped ai a fixed air pressure
(3kgcm~2). The results using the vernier were very
similar (data not shown).

If the partióles with diameter around 1-5 mm are the
goal (in order ío 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 1-41 mm, and only 1% a diameter
of 0-96 rnm.

ín the case of the different air pressures assessed
(for a 3% alginate solution), the most frequent dianv
eters for the 0, 1, 2, and 3kgcm~2 were 3-35, 2-38,
í-41, 1, and 1-13 mm (wíth abundances of 98-5, 86-5,
86-8, and 74-5%, respectíveiy), as shown on Table 3.

The feed rate did not infiuence the most frequent
diameter of the partides. Feed rates from 1-1 to
325mlmin~'1 aíways gave an average diameter of
1-13 mm (when a 3% alginate solution was fed with an
air pressure of 3 kg cm~2).

Finally, the height from the CaCl2 surface to the
end of the pipe where the algínaíe drops are produced
did not affect the sizé distribution itself, aíthough ¡t did
affect the sphericity of the particies. The besí catalyst
was produced at a height of 80 cm (perfect polymer
spheres with sphericity valué of around 1-0). In the
case of the lower heights, elongated biocatalysts were
obtained (sphericity valúes of 2-61 and 1-74).

In conclusión, the best operational conditions were

Tabie 3. Production oí Na-alginate spheres

Air pressure
(kgcm~~2)

0
1
2
3

Diameter
(mm)

3.35
2.38
1.41
1.13

Alginate
conc. (%)

1
2
3
4

Diameter
(mm)

0.59
0,96
1.13
1.41

Feed rate
(mlmin"1)

1.1
30

150
325

Diameter
(mm)

1.13
1.13
1.13
1.13

Height
(m)

20
40
80

Sphericity
DJDB (-)

2.61+0-71
1.74 + 0-67
1.0+000
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an aírpressure of 3kgcrrr 2 , an alginate concentration Void fraction and humidity ofthe catalyst

orof 3%, a feed rate as high as possible (325 mi min
more), and a height of 80 cm approximately.

Biocatalyst physical characterízgtion

The rea! densitíes of the biocatalyst produced with
different alginate/ceíls ratios were 1-0066 g
mi"1 ±0-136%. The apparent densities ranged between
0-5673 and 0-9542g mi"1, as an effectof the different
cel! concentrations and in part because of the partióle
size distributions.

The different alginate/cell ratios gave obviously dif-
ferent CFU gsupp,)rl - ' valúes (data not shown), but
some of the cornbinations 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 ceü load of
about 3-85 x l 0 u CFU gsupport ~ \ which is reasonable
when compared with other polymer caralysts.

Some tests were developed in order to determine
the amount.of Ca2+ required for the geíation process.
The alginate concentration was obviously a factor in
deterrniníng the Ca requirernents, but the mg Ca2+ mg
alginate"' ratio was different for different alginate
concentrations. When no cells were present, for
aíginate concentrations of 0-5, 1, 2, and 3%. the ratios
were 2-07, 3-079, 0-835, and 0-78, i.e. the higher the
alginate concentration, the iowcr the mg Ca2+ mg
alginate"*1 ratio. When- differení; celi concentrations
were added, the mg Ca2* mg alginate"1 ratios were
slightly higher. (data not shown). These facts are
related to the diffusion of the Ca2* ions into the
Ca-alginate and Ca-alginate/ceiis catalysts.

Finally, a typical 3% alginate production batch gave
yields of 22-7 gspheres gaiginue " ' and 566 gsphCrCS

laiginate sofión ~'. which are important figures for the
calcuiation of the unit costs of the process.

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 exampie, the
residence time for a continuously operated packed
column will be

0 - V S J 2 " ' (3)

where 0 is the residence time (in hours), e is the void
fraction (dimensionless), V is the column active volume
(in litres), and Q the feed rate (in 1 h~') .

In order to estímate e, 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 áH/át rate
(the total humidity loss ín 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 c, where drying rate drastically
dimínishes. When the catalyst reaches the critical
humidity (the point between b and, c, see Fig. 4), it is
dehydrated in CaC!2 0-1 M solution. By volume differ-
ence, the void fraction is caiculated, since e is the reía-
tionship between the intraparticle and interparticle
volumes over the total volume.

The void fractions and humidities for catalysts pre-
pared under different conditions are shown in Table 4.
First, the effect of the aíginate concentration was
tested (for spheres with 1-13 mm of diameter). An
average e valué of 0-6842 ±1-3% was found as well as
humidity valúes between 92 and 96% for the 3-1
alginate concentrations (the spheres with 4% alginate
were not evalúa ted).

When a 3% aíginate solution was used, and spheres
with diameters between 1*13 and 3-35 mm were pro-

Humidity (%)
Fig. 4. Drying curve for the 3 % alginate, 113 m diameter biocatalyst.
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Tabie 4. Effeci of some parameters over the void fraction and htimidity for alginate spheres

Diameter- 1-13 mm Ca-aiginale 3%

Na-alginate e Humidity

Diameter = 1 1 3 mm

Diameter
(mm)

Humidity Alginate/
ceils ratio

4 ND 92.0
3 0.6862 93.0
2 0.6734 95.0
1 0.6930 96.0

ND, noí determined.

3.35
2.38
1.41
1.13

0.6875
0.6938
0.6346
0.6862

93.0
93.0
93.0
93.0

60
45
30
15

0.5833
0.5777
0.6354
0.6428

Humidity

83.0
84.5
85.5
87.0

duced, íhe void fracíion valué varied beíween 0-634
and 0-694 (máximum differences around 10%). The
humidity ¡n ail cases was around 93%.

Finally, spheres with diameter 1-13 mm and alginate/
celis ratios between 15 and 60 were produced and
characterízed. The voíd fractions valúes ranged from
0-578 and 0-643 with humidities between 83 and 87%,
This seems to be the more remarkabíe effect observed
and practica! appíicatíons need to be íaken into
account.

Kinetic characterization

Table 5 shows the kinetic constants for 2CPh, 2,4DCFh
and 2f4,6TCPh biodegradation tests. The parameters
reported are Co, k, and the correiation coefficient (r).
As a genera] trend, it is noteworthy that for the experi-
ments with initial concentrations 25-1000 mg i" ' , the
valúes of Co were similar to the real ínitia! concentra-
tions, as measured with the 4-aminoahtipiríne method.
The worst cases were those of the 2T4,6TCPh assess-
.rrients. Secondly, no very clear relationships were found
between chlorophenol initial coíicentration and the k
valué. ín the case of the 2CPh, it varied between
0-0724 and 0-326. For the 2,4DCPh and 2,4,6TCPh
tests, the ranges were 0-129-0-236 and 0-048-0-1583,
respecíively. Ií is important to observe that the experi-

ments with 2,4,6TCPh were carried out with initial con-
centrations up to 300 mg 1"' only.

The trend of the k valúes was not clear. If the k
valúes are compared at the same initial concentrations
for the three different compounds, it can be observed
that for the lowest concentraron, the higher valué of k
corresponded to the 2,4,6TCPh, foüowed 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 l~' íhe best valué of A: was for 2,4DCPh, while
for 70, 300, 500 and 700 mg I"1 the best k valúes were
for 2CPh.

Another interesting valué is t\a, reported in Tabie 5
for the different phenolic compounds and concentra-
tions. This parameíer means the time requíred m order
to produce 50% of the iniíial toxic concentratícn as
defined by the equatíon:

2/* (4)

As can be seen, at some concentrations anomalous
valúes were obtained, maybe as a result of the fittíng
process. The tm valúes for 2CPh were 9-57, 6-93, 2-85,
7-13 (too High), 3-25, 3-28, ánd 3-07 h. For the 2,4DCPh
the haíf-lives were as high as 4-88, 4-64, 5-37 (too high),
4-52, 3-53, 3-53, and 2-76. Finally, for the 2,4,6TCPh the
valúes were as foííows: 4-37, Í4-4, 5-45, 7-24, and 7-60 h.

It is important to mentíon íhat r valúes were high

Table 5. Kinetic constants for the 2CPh, 2,4DCPh, and 2,4,6TCPh degradatíon with the biocataiyst

Phenolic

2CPh

2,4DCPh

2,4,6TCPh

Parameter

C (rng I"1)
k (h""')
Un (h)
r(-)
Coíingl"1)

r(~)
C, (mgi"1)
k (h~')
ha (h)
r(-)

25

23.83
0.0724
9.57
0.89

20.73
0.142
4.88
0.91

12.5
4.37
8.76
0.62

50

50.30
0,0999
6.93
0,89

51.96
0.1492
4,64
0.98

43.55
14.4
28.76
0.51

70

62.83
0.2424
2.85
0.98

65.97
0.129
5.37
0.95

68.56
5.45

10.9
0.91

Concentration (mgl~

100

92.02
0.0972
7.13
0.89

79.04
0.1533
4.52
0.9

60.18
7.24

14.48
0.51

300

287.78
0.2132
3.25
0.99

314.16
0.1961
3.53
0.97

287.27'
7.60

15.2
0.89

500

462.31
0.2140
3.28
0-98

530.19
0.1963
3.53
0.98
ND
ND
ND
ND

700

760.14
0.3257
2.12
0.98

602.43
0.2365
2.93
0.98
ND
ND
ND
ND

1000

1004.7
0.2256
3.07
0,99

979.08
0-25 í 2
2.76
0-99
ND
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 not for a/i the 2,4,6TCPb
experiments (0-51-0-91). This means that 2,4;6TCPh
degradation wiíh this bíocataiyst was not we¡I modelled
by a first-order expression, like the one mefitioned
earlier. The specífic biodegradation rate (BDR), in
contrast, did not follow a clear trend. The vaíues for Ph
and 2,4,6TCPh were similar, wbile íhe valúes for the
mono and dichlorophenol are also cióse.

Biodegradathn assessment

The biodegradation assessment of the biocatalyst was
carried out with the spheres packed inio the 0-027 I
glass column as previously described. The bíodegrada-
íion curves for the Ph, 2CPh, 2,4DCPh and 2,4,6TCPh
are shown as a function of time in Fig. 5. The solid
Unes represents eqn ()). In Table 6, the main charac-
teristjcs of the tests and the main results are dispüayed.
For the experiment with 1000 mg \~' of Ph, the opera-
tion time was 120 h, sufficient to reach a 98% removaJ
vaIueT while. for íhe 2CPh (500 m g r 1 ) , 2,4DCPh
(400 m g l - ' } , and 2A(5TCPh (lOOrngr1) the opera-

ñon times and removaf vaiues were 109, 160-5, and
2Í0 h, and 95,98 and 97%, respectively.

These operatíon times and compound degradation,
m combination with the removal efficíencies, give dif-
ferent BDR and specific BDR, if the average CFU
gsu¡ipuri ~' (average of the initíal and final conditions)
is taken into aceount. It ¡s noteworthy that BDR
ranged from around 38 to 670mgI~'day"1 , for the
tri<d¡<mono<phenoi tests, which is congruent with
their toxicities of 1-9, 2-0, 1S0, and 18-Orngí"1, as
EC50 measured by means of the Microtox system [11).

Dapaah and HiU [10] assessed the biodegradation of
a mixture of phenol and 4-ch!orophenol with Pseudo-
monas pulida free cells. They reached BDR as high as
64 mgl~ ! dsy~' for 500mgl~' of phenol and
B m g l " 1 day""1 for 100mg¡~' of 4-ch!orophenol.
Westmeier and Rehm [2] employed Alcaligenes sp.
entrapped in Ca-algínate spheres for the degradation
of 4-ch)oropheno!. They reported activíties in the range
of 269-5l4mgl~ lday~ l for 0-25-0-5 mg i"1 of
chlorophenol

Lee et al [3] studjed íhe use of a mixture of síx
identífied microorganisms immobiüíed in Ca-algínate

1400

2CPh
2,4DCPh
2,4.6TCPh

30 60 180 218

Process time (hours)
Fig. 5. Biodegradation curves for Ph, 2CPh, 2,4DCPh and 2,4,6 TCPh with the Ca-alginate/J? ftuomscens biocatatyst.

Table 6. Results of the packed coíumn biodegradation tests

Compound Concentration

Ph
2CPh
2,4DCPh
2,4,6TCPh

1000
500
400
100

1.41 xlQ*
1.4x10*
6.9 x 10"
9.6 x W'

Opera tion
time (h)

120
109
í 60.5
210

Removal

98.0
95.0
98.0
97.0

BDR
(mgí~' day~')

669.2
354.9
190.7
37.9

Specific BDR
(mgCFU- 'day"

(x 10"IO)

58.4
331
3.86

55.3
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for the biodegradation of phenol, 2-chiorophenol and
2,4-dichlorophenol. They observed activíties of
1.81-1000 mg I - ' day - f for 200-500 mg 1"' of phenoi,
10-12-96 m g l - ' d a y - 1 for 10-35 mgI"1 2-chloro-
phenoi, and 40-80mg 1~' day~' for 2 0 - 4 0 m g r r of
2,4-dich3oropheno!. ,

Shwu-Ling et al. [4] immobüized Rhodococcus sp. on
granular activated carbón and ín caícium alginafe for
the continuous degradation of phenol. They assessed
the system in the treatment of 500-1500 mg!""1. They
found that the activated carbón system reached BDR
as high as 2910mgl~ l day"1, while under the same
conditions the Ca-alginate system presented a BDR of
2100mgl~' day"'. ít is worth noting that their system
took lOdays before the effiuent concentration was
íower than the infiuent 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
characterizaíion 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 cornpíex, since ií is the product of the
alginate-alginate and the ceils-aíginate míeracíions.
This fact is in accord with the compromise existing
between biocatalyst strength and biocatalyst efficiency.

Among the different parameter evaluated in the
production of íhe Ca-aiginaíe spheres, íhe air pressure
fed together wiíh the alginate solution in order to
obtain the right size distríbution profile was the most
remarkable one. For a given Na-aíginate concentration,
the air pressure required in order to obtain a mean
diameter around 10mm, was 3-Okgcm"™2. Fortunately,
the feed rate was not dependent on the size distribu-
tion or the sphericity of the biocataiysts.

The parameter whích affected the valué of the void
fraction more markedly was the alginate/cells ratio.
This fact has not been published before and has a
crucial importance regardíng the biocatalyst design and
operation.

The BDR and specific BDR vaiues obtained with
the Ca-aiginate biocatalysts, when degrading phenol,
2CPh, 2,4D.CPh and 2,4r6TCPh were sufficiení hígh
when compared with those published for other similar
biocataiysts. Typical valúes of 37-9-6Ó9-2 mg I" ' day ~'
for 2,4,6TCPh and Ph were obtained. Regarding to the
specific BDR valúes, a range of 3-31-58-4 x 10" l t l [10]
mg CFU~' day™1, were reached. The removaj efficien-
cies reported were between 95 and 98%, for toxic con-
centrations of 100-1000 mg 1 ~'.

Finaíly a kinetic characterization of the degradation
of chlorophenols, showed that the expression
C = Coexp(—Jfc/) represents the biodegradation profifes

fairly in the case of the mono, and dichlorophenoís, but
not very fairiy for the trichíorophenol experiences.

Further studies on the use of a 54 mi giass coíumn
packed with Ca-aígínate/£ fiuorescens~cdk biocatalyst
are in progress. The effect of parameters such as
spheres size, cells load, pH and dissolved oxygen con-
centración over the BDR and specific BDR, are the
subject of study.
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PCBs and ChlorinatedAromatics

REMOVAL OF CHLOROPHENOLS INCLUDÍNG
PENTACHLOROPHENOL AT HIGH CONCENTRATIONS FROM

CONTAMINATED WATERS

Luis G Torres, Verónica Albiter and Blanca Jiménez
(Instituto de Ingeniería. Coordinación de Ambiental.

Universidad Nacional Autónoma de México. MÉXICO)

ABSTRACT: A tezontle-p&cked column previously characterized was employed
for treatment of highly concentrated phenol (Ph), 2-chlorophenol (2CPh), 2,4-
díchiorophenol (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 chlorophenoi concentrations. The máximum 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, ^ D C P h , 2,4,6TCPh
and PCPh respectively. The carbon/nitrogen (C/N) rate had a noticeable effect over
the biocatalyst activiíy: the íower the C/N rate, the higher ihe activity. With respect
to the moho-, ái- and trichlorophenoí biodegradation mechanism, the results
suggest a dechlorination of the aliphatic intermedíate, 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.

ENTRODUCTION
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 bleaching effluents and woo'd
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 Organizaron (WHO), among others. Only a few effícient
systems for treating this kind of toxics at high concentrations have been reported.
Among them, the use of immobilized specifíc strains has been reconunended (Lee
ei al., 1994; Westmeier and Rehm,1985 ; Torres et a/,,1996 and 1997). These
systems could be mainly trickling and submerged filters or biofilm reactors {Le.
rotating discs, concentric cilinders bio-reactors)

Objective. The aim of this work was to demónstrate the feasibílity of phenol,
chloro-, dichloro-, trichloro- and pentachlorophenol biodegradation (at high
concentrations) by means of a submerged filter, packed with tezontle and



inocuiated with Pseudomonas fluorescens, and iís 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 eí al,,1997). Twenty-nine mL
glass columns were employed. These cóíumns were held at 28+/-1 °C by means of
water recirculation. The columns were packed with tezontle, (a red basaltíc scoria
from the central México) at equal proportions of mesh 12, 34 and 16 (diameters
between 1.13 and 1.41 mm), apparent density of 0.77g/mL and porosity of about
65%. Other packíng supports and operation characteristics are described elswhere
(Torres el al, 1997). The columns were inocuiated passing a ceíi culture with a
fíxed cellular contení (Le. optical density ca. 0.250) through the column duríng 24
hours. The colony formating units per gram of suppprt (CFU/gsupport) were
measured as described by Torres et aly 1996. Total Organic Carbón TOC was
measured using a Shimadzu equipment. Phenol and chlorophenols were measured
accordíng to Standard Methods (APHA, AWWA, WPCF, 1981), developing a
calibration curve for every single compound.

RESULTS AND DISCUSSION
The packed column was capable of removíng 90 to 100% of the inítial

phenol or chlorophenol concentration. The máximum phenol concentrations
assessed were 1000, 600, 600, 700 and 300 mg/L for Ph, 2CPh> 2,4DCPh>
2)4,6TCPh and PCPh, respectively. Biodegradation time was quite dependent on
the toxícs' nature and concentration.

A typical profile of toxic concentration versus time is shown at figure 1. In
this case, biodegradation of 2,4,6TCPh agaínst process time is reported. As
observed, most of the material is removed ín the inítial 24 hours, büt the process
was stopped when 95% removal was reached, as a general rule. The soüd unes
show the biodegradation data adjusted to the form CPhCn0! - CPhcnoi o e ku, where
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FIGURE 1. 2,4,6TCPh concentra-
tions against process time.
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FIGURE 2. Biomass load a a func-
tion of phenols' concentration.
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Cphcno! o is the initial Cphcnoi valué, k, is the kinetic constan! and t, the process time.
Ií becomes evident that the higher the toxic concentraron, the lower the
proportional process time for valúes 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 ali 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 onJy one exception was phenol, which was tested at 100, 500 and 1000 mg/L
but no coiumn 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/1 of
phenol and 13 mg/L.day for 100 mg/L of 4-chlorophenoI. Westmeier and Rehm
(1985) employed Álcaligenes sp. entrapped in Ca^alginate spherés 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 chlorophenol. At the other hand, Lee et al. (1,994),
studied the use of a mixture of six identiñed microorganisms immobilized in Ca-
alginate in the biodegradation 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 no available
information on any specific system activity, but an excellent rewiew on microbial
degradation of pentachlorophenol has been published by McAllister et al, 1996

TABLE 1. Tezontle packed column removal activities in mgPfaenot/L.day
Conc, Ph 2CPh 2,4DCPh 2,4,6TCPh PCPh
mg/L ; ' •

50 - 43.35 45.14 51.87 16.58
100 81.94 73.15 69.46 83.34 15.94
200 - 688.20 656.59 769.76 203.63
300 - 1,038.42 986.22 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 ís necessary to remark that these column activities are
related in some way to the biomass load. At figure 2, the CFU/gn^port for every
column is shown. The CFU valúes for the columns feed with 2CPh, 2,4DCPh and



biodegradation until I09-1010 CFU/gslJpport for the 200-300 mg/L phenols
conceníration. From this valué, a decrease on the biomass load was observed until
"105-10tf 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
ínitial biomass contení was \0A CFWgsumn, when the compound concentration was
200 mg/L, the CFU was higher than 107. Finally, valúes of aroimd 104 were
measured for the highest PCPh concentration (300 mg/L). The column treating
oniy phenol started with 109 CFU/gs^n and reached 10i2 for the 500 mg/L test.
For the 300 mg/L test, a 107 biomass load was observed.

Efíect of íhe C/N rate over microbial activiíy. The removal experíments were
conducted employing the Dapaah médium (Dapaah and Hili, 1992) with different
amounts of the N-source,((NH4)2SO4). The C/N rate was fixed at valúes between
0.5 and 2 for 2CPh, 2,4DCPh and 2,4,6TCPh., 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 cíearíy, there is an inverse
ñinction between the column activity and the C/N rate. This is true for the other
two compounds. This fací has profound implications for the column operation.

300

I 1,5

C/N rate

FIGURE 3. Packed column activi-
ty as a function of the C/N rate.
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FIGURE 4. TOC valúes as a
function of biodegradation times.

Phenol and TOC degradations. Figure 4 shows the TOC valúes aíong the 2CPh,
2,4DCPh, 2,4í6TCPh and PCPh biodegradation. it is notíceable that while the
mono-, di- and tri substituted phenoí TOC valúes decreased substantially, the TOC
valúes 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 = TOC0 e , being TOCO the initial TOC valué, k2 the kinetic
constant, and t the process time. The k2 valúes and the related discussion wilí be
published later.

At table 2, some interesting details of the TOC biodegradation experíments
are remarked. At 24 hours time (when most of the initiaí 2CPh, 2,4DCPh and
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2,4,6TCPh concentrations had been removed) the TOC removal valúes were about
63.5, 47.4, 70.8 and 14% for initial 2CPh, 2,4DCPh and 2,4,6TCPh and PCPh,
respectively. These TOC removal valúes 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 valué corresponds to the 2,4,6TCPh (the best compóund 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 valué is associated to pentachlorophenol, a third and a half of the
valúes for the other substituted chlorophenols. At the other hand, all the
experiments were carried out at fíxed initial pH valué of 7.0, and this variable was
sustained throughout the entire process. At 24 hours, the pH valúes were about
5.9, 6.1, 6.1 and 6.9, respectively. Again, it is remarkable that the pH valué for the
PCPh test is quite different from the rest of the group. The observation of the
dífferent phenols, TOC and pH valué profiles as a function of time (not-all data are
shown), suggest that a dechiorínation of an aliphatic intermedíate occurs after the
aromatic ring físsion, in the case of the mono-, di- and trisubstituted compounds,
as reviewed by Uotila (1993) for the dechlorinatión of mono- and dichíorophenols
by Pseudomonas, Arthrobacter and Rodococcus genera. Concerniñg to the PCPh,
the biodegradatíon mechanism is evidentíy diñerent, maybe dehydroxylation, as
reviewed by Uotlila (1993) for polychlorinated phenols by Pseudomonas,
Corynebacterium, Rhodococcus, Mycobacterium, Arthrobacter, Streptomyces and
Flavobacterium genera.

TABLE 2. Phenol and TOC remováis for a given process tiíxie (ca. 24 hours),
• phenols concentration 300 mg/L.

Feature: 2CPh 2,4DCPh 2,4,6TCPh PCPh

Ph removal,%
TOC removaí,%
Ph/TOC rate, %

PH

86.40
63.54
73.55
5.88

88.70
47.40
53.44
6.14

94.30
70.81
75.09
6.14

59.29
13.99
23.59
6.95

CONCLUSIONS
The system was capable of removing 90 to 100% of the initial phenol and

chlorophenol concentrations. The máximum toxic concentrations tested were
1000, 600, 600; 700 and 300 mg/L of Ph, 2CPh, 2,4DCPh, 2,4,6TCPh and PCPh,
respectively. Activities as high as 413(at 1000 mg/L), 1780 (at 400 mg/L) ,1670
(at 5.00 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 dechlorinatión of the aliphatic
intermedíate, añer the aromatic riña físsion. orevíouslv nronóspH fnr tK«



biodegradation mecharüsm is evidently difFerent, maybe dehydroxylation. The
system proved to be a low-cost, high-efficiency option in íhe bioremediation of
phenoí, and chJorophenols-contamínated groundwaters. Currentiy, our group is
working on the operational characteristics of a 5 L tezontle packed continuous
column treating single and mixed chlorophenols.
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REMOVAL OF Di-, TRI-, TETRA-, AND PENTACHLOROPHENOL
MIXTURES ÍN A 5 L CONTINUOUS AEROBIC PACKED COLUMN

Luis G. Torres^ Alejandro Salinas, Blanca E. Jiménez (Instituto de Ingeniería.
Universidad Nacional Autónoma de México. MÉXICO), and

Erick R, BandaJa (Instituto Mexicano de Tecnología del Agua. MÉXICO)

ABSTRACT: A 5 L cblurnn packed with tezontle (a basaltic scoria) and
inoculated with Pseudomonas fluorescem was operated at room temperature,
under unaeraíed conditions. Three different chlorophenol mixtures were assessed
200, 400 and 600 mg/L as total chlorophenols (with proportiona! concentrations oí
di-, tri-, tetra-, and pentachlorophenol), Both total (4-aminoantipirine rheihod) and
specific chlorophenols (GC/Mass spectrometry system), and total organic carbón
(TOC analyzer) remováis were measured. Of the total initial chlorophenols for the
concenirations of 200,. 400 and 600 mg/L, the packed column was able of
removing 43-56,. 75-80, and 77-86%, respectively. The biodegradation rales for
each concentration range were 33-174 mg/Lday (for 200 mg/L), 118-494
rng/L.day (for 400 mg/L), and 179-725 mg/L.day (for 600 mg/L). These variations
are due to the hydraulíc residence time (HRT), controlled at valúes of 15.5, 31,
and 62 hours. The lowest valúes correspond most of the time to HRT ~ 62 hours,
and the higher valúes to HRTH5.5 hours. TofaJ organic carbón TOC remováis
were around 38-59%. The system demonstrated to be a powerful too! in the
bioremediation of w-aters contaminated with chJorophenols.

EVTRODUCTION
ChJorophenols and derivatives have been widely used as pesticides,

antirungal agents and herbicides. Due to the high toxicity of this xenobiotícs, 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 speciflc microorganisms or mixtures of them have been immobilized, has
been reponed because of its high potential applications (Arvin, 1991, Seígnez et
ai, 1993, Fava et ai, 1996, Torres et al., 1997b). Someof these experiences were
carried out in small systems working batchwise ín most of the quoted papers the
degradation of simple compounds and never of compíex mixtures of them were
assessed.

Objective, The aim of this work is to report the successfuí use of a 5 L contihuous
aerobic coiumn with a iow-cóst packing material, for the biodegradation of di, tri,
tetra, and pentachiorophenol mixtures in concentrations up to 600 mg/L as total
chlorophenols. The reíationship between chlorophenoFs removal and the hydraulic
retention time was investigated. TOC remováis and cell loads in the packed column
during the continuous process were al so evaluated and discussed.



MATERIALS AND MCTHOPS
Tezontle isa basaiíic scoria abundant m the- central Valiey of México. It is

a very cheap, light, resistan!, porous and easy to handle consírucíion material.
Three different tezontle size distributions were characterized in íerrns of global'
porosíty (%), apparení density (g/ml),. and stren^tb indírectly, as the solubiíities in
HCI and NaOH (%). as weli as the suitability of being colonized by. P'seudomonas

fluoresceris cells (as FCU/g^ppon). These mixtures were termed fine (particíes
between 0.84-1.19 mm), médium size (particíes between 1.19-3.68 rnm) and gross
portion (particíesbetween 1.68-3.36 mm).

The employed column is a perspex cyünder (95 mm in diameter, 900 mm in
height)? Active volume is around 3.5 liters according to the porosity of the
employed pac.king material. The cross section is 0.007 m2. It was packed with 100
mm heíght of gravel and 710 mm height of a given tezontle granulometry. The
system was connected as shown on figure 1. A peristaltic pump was used in order
to pump CPh solutions and circuíate them upwards through the column, The
system was started inocuiating the tezontle. For this purpose, a 15 liters
fermentaron of Pseudomonas fluorescem in YPG fyeast extract, caseine peptone
and glucose, 30 mg/L of each one) médium was used. Cell concentrations during
the fermentation process were monitored by means of optical density. The rích
culture was recírculated through the column for 24 hours and the wasted médium
was discharged. Different solutions of chlorophenols in Dapaah médium (Dapaah
and Hili, 1992) were fea to the system. The cell load ín the column (as CFU/gsuppon)
was evaluated periodically by platting dishes of YPG and King S (speciaily
designed for fluorescent microorganisms as P. fluorescem) media as described by
Salinas, 1997. Solutions coníainíng mono-, di-, and trichlorophenoís were fed
consecutively to the column. The phenols and total organic carbón (TOC) were
measured as detailed by Salinas, 1997 , Mixtures consisting of mono-di, mono-di-
trí and mono-di-tri-pentachlorophenol were fed to the column. The procedure
lasted 3 months, The results of this experimentaí work were reported elsewhere
("Salinas, 1997). After this, di-, tri-, tetra-, and pentachiorophenol mixtures at 200,
400 and 600 mg/L were employed. Every total phenoi's concentration was
evaluáted ai three dirTerent hydrauíic retention times, HRT, defmed in the previous
experiences. FCU/gsupport, temperature, total and specific chlorophenol
concentrations, and TOC were evaluated periodically.. GC/mass techniques were
employed in order to determine speciñc chlorophenols concentration ín the
effluents, the 4-aminoantipirine method, for the tofaJ, chforophenols evaluatibn,
using the appropriate calibration curve. For more details, see Torres et ai, 1997a.

RESULTS AND DISCUSSION
The characterization of the packing material with difTerent size distributions

is given on table 1. DirTerences among the three size distributions were observed!
Apparent densities were between 0,77 and 0 93 mg/L. Solubility vaiues are an
acceíerated-test. measurement of the decay of the material The harder mixture is
the gross portion, foüowed by the fine and médium sizes. Regarding the suitabiiity
for being colonized by Pseudomonas, it is interesting to note that fine and médium
portions gave a very good cell load valué (around 109 FCU/gsuppon), but the gross
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portion showed to be the best one (around 10 Perhaps the mostp ( g p p p

usefuí parameter is the porosity of íhe material. Regarding to these valúes, médium
size distribution had íhe besí porosiíy (65%), foüowed by the fine (44%) and, at
last, the gross portion (21%). In basis of the importance of the packing material
porosity for the functioning of the system, it was decided to use the médium size
distribution throughout íhis work.

TABLE 1. Characterization of the tezontle mixtures.
Mixture

Fine
Médium
Gross

Partióle
size

0,84-1.19
1.19-1,68
1,68-3,36

Porosity

(%)

44,0
65.0
21,3

App.
Densisty

(B/ml)
0.9378
0.7700
0.8594.

Solubiüty
inHCL

(%)
3.47
3.23
1.88

Solubiüty
in NaOH

(%)
0.897
1.36

0.1970

Ceü load
(FCU/

8.5xl09

1.4x109

1.7x10"

The 15 liters fermentation lasted 24 hours and reached optical densities of around
0.3 (1.08 rng/L, in accord with the dry weight curve). It ís interesting to mention
that the final YPG total count was about ixlO10 FCU/g«upport, while the King B was
very cióse (5x1010 FCU/gsuppon). This means that most of the bacteria present were
P, flvorescens. The column was packed with the médium size distribution and
inocuiated as described in the materiais and methods section. After the inoculation
process, the column reached 107 FCU/gsuppon but ¿ue to the single CPh's fed (during
three months), the cell load oscüiated between 105- 107 FCU/gsuppon (YPG count).
Regarding to the King B count, the FCU/gsupport valué was lower than the YPG
count (first two weeks), but rapidly increased up to the same valué of the
YPGcount. During this period, temperature ranged between 10 and 23°C. 2CPh
was not included in the mixture from this point on due to probíems with the
chlorophenol's measurement procedure.

The first chlorophenols.mixture evaluated was the one containing 400
mg/L (100 mg/L of every chiorophenol), followed by the 600 mg/L one, and the
200 mg/L mixture at the end. Every solution was treated during 2-3 residence
times as less. Three sampíes (morning, noon and afternoon) of the infiuent and
efíluent were took in order to determine the chiorophenol and TOC remováis.
The CPh's removal was a function of the HRT for an initial CPh concentraron'of
200 mg/L. For ai! the single compounds (except 2,3,4,6TeCPh), the higher fhe
HRT, the lower the CPh removal valúes. ít seems that the 2,3,4,6TeCPh was more
degraded at HRT of 62 hours than at 31 hours. The chiorophenol's removal rate
was quite near for the specifíc compounds and the average for the mixture, except
for the 2,4,6TCPh. The correspondent remováis 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 valúes
were less dependent on the HRT, maybe except for the 2;4,6TCPh. As a general
observation the higher remováis 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

Thp srhieved remováis for this mixture were higher (75.6-79 8%) than



TABLE 3. Biodegradation rales for the different chlorophenols,
^oncentrations, and operation systemsjjn

Phenoí

*
2,4DCPh

2,4,6TCPh

*
2,3,4,6TeCPh

PCPh

As total CPh's

Conc.
mg/L

*
50
100
150
200
50
100
150
200
50
100
150
200
50
100
150
200
300
200
400
600
800

Batch
-

Singles**
45
69
-

656
52
83
-

770
-

-
16
16
-

204
100

• . -

-

•

-

operation

Mixtures*
9.7

34.5
40.4
4.6
0,7
37.3
40.1
1.7
7.6
35.7
38.3
2.3
7.6

35.4
38
0
_

33,9
145.9
157
8.6

62 h
7.7

23.8
' 46.4

-
1.6

16.5
24.2

9.1
28
57
-
7

19.8
50.5

-

24.6
88.1
178
-

Continuous operation,
mixtures at HRT =

31 h
15.3
46

100.3
-

20.7
29.5
83.6

-
19.1
57.3
108.2

-
13.8
41.5
96.7

-
-

49.8
174.1
367.7

>

15 h
35.3
100.1
397.8

-

53.6
92.3

-
43.7
115
223

-
35.7
87.9.

205.7

_
135.3
376.7
738.9

-

Notes: *From Torres et al., 1997*. ** From Torres et aL, 1997b.

column with the same packing materia) and size dístribution, the same immobilized
bacteria and the same mineral médium. The only one difference (besides de
operation mode, Le. batch w. continuous) was the temperature. The experiments
carried out on batch operation were controlied at 28°C. On the contrary, the
experiments reponed 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)6TCPh. 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 considerad 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,
valúes 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 aíl these valúes (specificaüy those
obtained at HRT=15.5 hours) are compared with the valúes obtained by Torres et
ai.,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 valúes with those obtained in batch operation,
compound by compound (Torres et al, 1997b), le, not mixed. As shown on table
2, the single BDR valúes were in general lower than those obtained herein. The
BDR valúes for very high.CPh's concentrations are quite high (thousands of
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those obíained with a 200 rng/L concentration (42.7-58,7%). It is remarkable to
compare the behavior ofthe 2,4>6TCPh for this two mixture concentrations, which
is compleiely different. At the end, the removal valúes found for the 600 mg/L
were siightly higher (77.3-86,6%) than those obtained for the 400 and 200 mg/L
experiences. In fací, the trends for the speciñc 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 remováis, as welí as the cell loads (as
FCU/gs-uppon) and the average temperatures for every biodegradation assessment.
are shown. For the 200, 400 and 600 mg/L tests, the TOC remováis were 56, 50
and 46%. This fact indicates that the lower the total chlorophenols concentration,
the higher the TOC removal valúes, Except for the case of the 200 mg/L
experiments, all the TOC removal valúes were less than the CPh removai valué
(1,4-2 fold), These valúes mean the capability of Pseudomonas of mineralizing the
phenolic compounds.

TABLE 2, Results of the biodegradation runs, regarding to Total phenols,
and TOC degradations, Results are an average of triplicates.

HRT
(hours)

15.5
31
62

15.5
31
62

15.5
31
62

Initiai total
Ph conc.
(mg/L)

200
200
200
400
400
400
600
600
600

TOC
remova!

(%)
59.5
52,1
57.7
4L3
52,8
56,2
45.0
55.1
37,9

Total Ph
removal

(%)
58.8
43,3
42.7
79.8
75,6
76,5
78.0
86,6
77.3

Ce!! load
(FCU/g^pport

x!05)

2.97
2.97
2.97
2.77
1.95
1.95
2.68
2.68
2,68

Test
temperature

(°C)
21.0
17.0
17.5
19.0
18.5
17.5
20.0
18,0
19.2

Regarding to the FCU/gsupport, it is noticeable that the cell load was quite constant
(1.95-2.97xlO5 FCU/gsuppon). This fact is important when comparing different
biodegradation tests. Ai the end, the average temperature ofthe column operation
was 17-21°C during working hours (temperature was not registered during'nights)
This is a critical point, since other systems reponed in the literature*for the
treatment of toxic compounds or mixtures are temperature controlled, and that
means energy consumpíion which increases the cost of the waste, superficial or
aquifer water treatment.

ín order to compare the different removal valúes obtained in the tests
previously described, this valúes were converted into biodegradation rates BDR's,
taking into account the process time {i.e, the HRT) for every case. At table 3* these
biodegradation rates for the total phenol concentration and for every compound in
the mixtures, are summarized.

For comparison purposes, the BDR's observed when working with a batch
system very similar to that employed in this work (Torres et a/., 1997a and b). It is
importan! to mention that those experiments were-carried.out in a 27 mL glass



mg/L.day) but in these experiments the specifíc CPh concentrations ranged
between 50 and 150 mg/L,

CONCLÜSIONS
The most suitable granulometry for this work's purposes is the médium

one. Ií showed high porosity (65%), médium apparent density (0.77 g/ml),
strength, and suitability for being colonized by Pseudomonas fluorescens (around
I09FCU/gsuppoii). The column packed with tezontle was able of removing 43-56,
75-80, and 77-86% of the total initiai chiorophenols for the concentrations of 200,
400 and 600 mg/L, respectively. The biodegradation rates for every concentraron
range* 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, conírolled at valúes of 15.5, 31, and 62 hours. The lowest valúes correspond
most of the times to HRT - 62 hours. and the higher valúes to HRT=15.5 hours.
TOC remováis were around 38-59%. The system demonstrated to be a powerñií
tool in the bioremediation of waters contaminated with chiorophenols.

ACKNOWLEDGEMENTS
This work was fínancially supported by DGAPA/UNAM (Grant

IN503895). The authors wish to acknowledge with thanks the text revisión by
Manuel de la Torre. The help of Mayra Fernández and Miguel Hernández in the
experimental work and analysis is thanked too.

REFERENCES
Arvin E. (1991) Biodegradation kinetics of chlorinated aliphatic

hydrocarbons with methane oxidizing bacteria in an aerobic fixed btofilm reactor.
Water Research. 25(7): 873-881.

Dapaah S.Y. and G.A. Hill (1992) Biodegradation of chlorinated mixtures
by Pseudomonasputida. Biotecfmology and Bioengineering. 40:1353-1358.

Fava F., F. BaJdoni, L. Marchetti and G. Quattroni (19996) A bioreactor
system for the mineralization of low-chlorinated biphenyls. Process Biochemistry.
31(7): 659-667.

Salinas A. (1997) Biodegradation of chlorophénol's mixtures in a packed
bed at continuos operation. UNAM. Bachelor's thesis (ín spanish).

Seignez Ch.,V, Mottiér, Gr.PuIgarin, N. Adler and P. Péringer (1993)
Biodegradation of xenobiotics in a fixed bed reactor. Environmentaí Progress.
12(4): 306-311. :

Torres L.G., M. Hernández, E.R. Bandala, Y. Pica, V. AJbíter and B.E.
Jiménez (1997a) Degradation of di-, tri-, tetra-, and pentachlorophenol mixtures in
an aerobic biofilter. Applied Microbiology and Biotechnology. Submitted.

Torres L.G., V. Albiter, and B. Jiménez (1997b) Removal of chiorophenols
including pentachlorophenol at high concentrations from contaminated waters. In
si tu and on site bioremediation. New Orleans. April-May 1997.



WASTE
MINIMISATION AND

END OF PIPE
TREATMENT XN
CHEMICAL AND

PETROCHEMICAL
INDUSTRIES

Merida, Yucatán, México
November 14 -18,1999

IAWQ International Specialised
Conference of the Chemical

Industry Group



START-UP AND OPERATION OF AN AEROBIC
BIOFILTER FOR THE TREATMENT OF
SYNTHETIC WASTEWATERS CONTAINING
CHLOROPHENOLS AND THEIR MIXTURES

Luis G. Torres1, Alejandro Salinas2, Blanca E. Jiménez2, and
Erick R. Bandala3

'Subdirección de Investigación y Tecnología. Programa de Biotecnología, Instituto Mexicano del
Petróleo, Eje Central Lázaro Cárdenas 152, 07730 México D.F., México.
2Coordinación de Ambiental. Instituto de Ingeniería. Universidad Nacional Autónoma de México. México.
Coordinación de Tratamiento y Calidad del Agua. Instituto Mexicano de Tecnología del Agua. Jiutepec,
Morelos. México.

ABSTRACT

hlorophenols are highiy toxic compounds of great concern for the otl extraction and transformation índustry. Due to the high

ixicity of these xenobiotics, only a few biological íreatnient systems are suitable for the treatmení of wastewaters containing

igh concentrations of íhem. The use of aerobic submerged filters (where specific microorganisms or mixtures have been

nmobilized) which have previously demonstrated capabiüties in the degradation of the target compounds, has been reporíed of

jgh potentia! applications. The aim of this work is ío report the start-up and continuous operation (at room temperature) of a 5

^ers biofilter, for the degradaíion of single chlorophenols at high concentraíions. The system did not need any saniíary control:

rice given the toxicity of the effluent there was no signifícant deveiopment of other bacteria on the inert support. The system

;as capable of continuously íreating 2~chloro-, 2,4-dichloro-, 2,4,6-trichIoro-, and pentachlorophenol at máximum

íncentrations of 500, 500, 500 and 200 mg/1, respectively. Ttie chlorophenois percent remováis observed were between 6.0 and

?.2%, regarding the fed synthetic wastewater.

KEYWORDS

iological treaíment, chlorophenols, industrial wastewaters, Pseudomonas fluorescens, submerged
ofiíters.

INTRODUCTION

ptroleum industry is one of the most important industries for México. Chlorophenols are highiy toxic
>mpounds of great concern for the oil extraction and transformation industry. Physical-chemical methods
ive proven to be effective in the removal and/or destruction of these kind of compounds, but they are high
jergy and chemical consumers. Due to the high toxicity of these xenobiotics, only a few biological
batment systems are suitable for the treatment of wastewaters containing high concentrations of them. The
je of aerobic submerged fííters (where specific microorganisms or mixtures have been immobilized)
hich have previously demonstrated capabilities in the degradaíion of the target compounds, has been
ported 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 üters biofílter, for the degradation of single
Hlorophenols at hígh concentrations.



METHOD

Tezontle is a basaltic scoria very abundan! in the Central Valley of México. It has been used as a
constmcíion material and for the fíltration of drinking water in 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 aíong 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 tezontle with Pseudomonas fluorescens, a strain previously used for the degradation of
:hlorophenols, 2,4 dichlorophenoxy acetic acid and pesticides as aldrin, dieldrin, heptachloro and
leptachloro epoxide (Bandala et al, 1998, Torres et al., 1998). For this purpose, two 15 liters
íermentations of P. Fluorescens m YPG médium were carried out. Cell concentration changes during
?ermentation were monitored by means of optical density.

The rich culture was recirculated through the column during 24 hours and the wasted médium was
lischarged. Dapaah médium (Dapaah and Hill, 1991) solutions containing different chlorophenols (mono-,
Ü-s tri-, and pentachlorophenol) were fed to the system as a start-up stage. Colony forming units,
"FU/gsupport» were evaluated periodically by platting Petrí dishes of YPG (a rich médium) and King B (for
luorescent microorganisms) solid media. A1I counts were carried out by triplícate. Chlorophenols at given
:oncentrations were employed (100-500 mg/1), and the hydraulic residence times (HRT) were varied
)etween 3 and 62 hours. The system was operated at room ternperature, though the morning, noon, and
iternoon temperatures were registered and averaged. The chlorophenols were measured by means of the 4-
minoantipirine techhique rcported in Standard Methods (APHA, AWWA, and WPCP, 1989).
^hlorophenol removal was calculated as a percentage of the initial conceníration. For more details, see
\>rres(1999)

RESULTS AND DISCUSSION

Two-Í5 liters YPG fermentations were developed Iasting24 and 22,5 hours, Tespectively. Tíie
laximurh biomass concentrations as optical densitíes were 0.19 and 0.25, respectively. The rich médium
/as recirculated through the column during 24 hours. Añer that, the wasted médium was discharged and
,4,6-trichlorophenol was added to the system batchwise. The start-up of the system consisted in the batch
tá of 2,4,6-trichlorophenol at a médium concentration of 100 mg/1 during a week. The cell load reached
litial average valúes of 1x106 CFU/gsltpport. Figure 1 shows the FUC/gsupport developed on the tezontle
upport, measured during nine months of operation by YPG and King B count in píate. As it can be seen,
TG 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 tezontle varied between 1.79x104 and 1.13x107

CU/gSupport. These valúes turned out very dependent on the average day temperatura, and on both the
Decific chlorophenol and concentration.
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Figure 1. YPG and King B counts for the nine months column operation period.



he system did not need any sanitary control; since given the toxicity of the effluent íhere was no
ígnifícant development of othér bacteria on the inert -support. The system was capable of continuously
eating 2-chloro-, 2,4-dichioro-, 2,4,6-trichloro-, and pentachiorophenol at máximum concentrations of
00, 500, 500 and 200 mg/1, respectively. The compound's percent remováis 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 fiínction of the HRT.

he removal of streams containing 2-chlorophenol at an initial concentration of 500 mg/1 was evaluated at
different HRT among 3.1 and 62 hours. Chlorophenol removal resulted in variable valúes among 6.0 and
5.55%. By elimination of the point corresponding to HRT=15.5 (2-chlorophenol removal of around 6%)
e rest of the valúes are quite cióse, with an average of 22.8%.

lien treating 2,4-chlorophenoI at initial concentration of 500 mg/1, only three HRT were evaluated: 15.5,
and 62 hours. There exist a weak relationship between HRT and the total di-chlorophenol removal: the

gher the HRT, the lower the compound removal, though because there are only three points it is hard to
ake more conclusions.

le 2,4,6trichlorophenol removal was characterized more deeply. Initial concentraitions of 100, 300, and
0 mg/1 were evaluated at HRT of 3.1-93 hours. For the lower initial concentration (100 mg/1) it is clear
it the higher the HRT, the higher the total removal valué (%). These remováis were in the tange of 18.30
d 56.3%, respectiveíy. When the 2,4,6-trichlorophenol had an initiaí concentration the trend was unusual:
; higher the HRT, the lower the compound removal. Remováis 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/1)
: trend was the following. For the lower HRT (3.1 hours) the observed removal was 55.8%, and an
;rement on HRT (15.5 hours) induced a higher removal valué (89.2%, which was the hígher
¡orophenol removal observed in this work), but a further increment on HRT (31 hours) gave a slightly
ver removal (73.9%).

the speciaí case of the pentachiorophenol treatment, a 200 mg/1 concentraíion was used. HRT of 15.5, 31
1 62 hours were assessed. It was observed that the higher the HRT valué, 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 íemperature. This bacteria demonstrated the capability of degrading
¡nol, 2-chlorophenol, 2,4-dichlorophenol, 2,4,6-trichlorophenol and pentachiorophenol at máximum
¡centrations of 1,000, 600, 600, 700 and 300 mg/1 when it was immobilized on the same support and
cked batchwise at 28°C, without any pH control or air addition (Torres et al, 1998).

sr this, different chlorophenol mixtures (in concentrations between 200 and 600 mg/1 as total
>rophenols) were treated successñilly in the system, but the resuíts are reported elsewhere (Torres et al,
8).
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ABSTRACT

Chiorophenols are xenobioíics, normally found in íhe efíluent of many industries, as the oil exíraction and íransformation
industry. Due to the high toxicity of these compounds, it is difficult to treat síreams containing high concentrations of
chlorophenoís. The aim of this work is to demónstrate the capabilities of an aerobio submerged fílter in íhe removal of toxicity of
di-, tri- tetra- aiid pentachiorophenols mixtures, A 54 mi glass column packed with tezontle and inocuíated with Pseudomonas
fluorescens was employed in this work. Mixtures of 2,4-dichlorophenol; 2,4,6-trichlorophenol ; 2,3,4,6-tetrachlorophenol and
pentachlorophenol at equai proportions were prepared in a saline médium. 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 treaíing up to 600 mg/1 of total
¡chiorophenols. The system reduced the influent toxicity up to 76%, even when íhe initial toxícities of the mixture were in range
of 40-358 toxic units (classífied as very toxic). This results are higher íhan the reported for toxiciíy reduction in microbial
systems using single aromatic hydrocarbons. Obtained resuits suggest that the aerobic biofilter characterised in this study poses
ipowerful capabilities for toxicity reduction in industrial effluents contaminated with high concentrations of chiorophenols.

! KEYWORDS

Aerobic biofílter, biodegradation, chiorophenols, Pseudomonas fluorescens, toxiciíy reduction

INTRODUCTÍON

Chiorophenols are used extensively as antifungal agents and are oñen 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, chiorophenols are presents in the effluents from
many industries as pulp and paper, synthetic plastics, pesticides, oil and petrochemistry (Torres, 1994).
México has an important oil and petrochemistry industry. It has been calculated that approximately, 3 0,000
barréis of crude oil refínement yield almost 100 kg of phenols (Nemerow, 1987). Considering the actual
^uantity of crude oil treated daily in the country, potentiaí phenol and chiorophenols production is
alarming.

phenol and chiorophenols are included in the priority políutant list from Mexican legislation with a
jnaximum permissible limit quite low due ío their high toxicity valúes in water. Toxicity valúes for some
jnono, di, tri and tetrachlorophenoís, evaluated as the concentration producing a culture inhibition of 50%
respect to a non inhibited control (IC50), are from 0.05 (for tetracholophenol) to 18 mg/1 (for 2-
íhlorophenol). IC50 valúes for another organic compounds are quite higher, dichloromethane IC50 valué is
f00 mg/I; methanol IC50 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).
pué to the high toxicity of these producís, only a few biological treatments are suitable for the treatment of
itreams containing high concentrations of these compounds. One of the systems reported because of its
úgh effíciencies and removal capacities is the submerged aerobic fílter, inoculated with one or more

n



specifíc microorganisms (Betunan and Reta , 1985; Zache and Reta , 1989; Seignez et al. 1993;
Khlebnikov and Péringer, 1996; Fava et al, i 996; Torres et al,, 1.997).

, The aim of this work is to demónstrate the capabilities of an aerobic submerged fílter in the removai of
toxicity of di-, tri-, tetra- and pentachlorophenols mixtures.

METHOD

A 54 mi glass column, similar to the one used in previous work (Torres et al, 1997a,b) was employed in
this work. The column was packed with tezontle\ a red basaític 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/1, were
prepared in the media reported by Dapaah and Hill (1994). Temperature was kept at 28°C. The specifíc
phenols were analysed at the beginníng and the end of every biodegradation run (when total chlorophenols
removai reached approximately 95%) by means of a gas chromatography/mass spectrometry system, as
described in Torres et al, (1997b). Toxicity (as EC50 in mg/1 or toxic units, TU) was measured using a
Microtox equipment.

RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 summarises data from the removai of chlorophenol mixtures. As shown, aí llie sná of tlie 200 mg/1
experience, 26.23 mg/1 of TPh (87% removai). In the 400 mg/1 experiment, only 10.8 mg/1 (97.3%
removai) of TPh were left and, for the last experíment, only 17.8 of initial 600 mg/1 were quantifíed at the
end of the test (97% removai).

Table 1. Biodegradation of the chlorophenol mixtures

Initial
Conc.

(mg/L)
200
400
600

Final Conc. (rng/L)

26.23
10.8

17.84

Removai %

86.88
97.29
97.02

Process time (hours)

123
64
89

The results of the tests developed with the Microtox system in order to estímate the initial toxicity of the
200, 400 and 600 mg/1 total phenols mixtures, as well as the final valué, are shown at table 2. The initial
toxicity valúes, as EC50 (in mg/1), were 3.25,2.45 and 1.9 for the difíerent mixture concentratíon valúes, as
high as 30.8, 40.8 and 52.4 toxicity units. A toxicity unit is defíned in equation 1 (in mg/1) for an easier
understanding of the changes in toxicity during the process.

Toxicity Units- 100. (1)
EC50

The higher the valué of TU, the higher the toxicity valué of the sample. As comparison, the reference valué
Tor a 100 mg/1 phenol solutiort, is shown (with an EC50 and TU vahíe of 3.85 mg/1 and 25.98 respectively).

XXL



Some other papers dealing with the íoxicity reduction of severa) órganic and inorganic compounds has
been reported in the past For example, Bruns-Nagel et ai, (1997) found toxicity reduction up to 98% for
íhe biodegradation of 2,4,6-tri ni troto! uene using both aerobic and anaerobio systems.

Anderson and Appana (1993) have reported the use of Pseudomonas fluorescens for Indium
detoxifícation. Reported resulte shown that P. fluorescens have been able to reduce toxicity by Indium
complexation with phosphorus. Pothuluri et al, (1995, 1996) reported the detoxifícation of chrysene and
other polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) by Cunninghamella elegans. These authors had found that
the formation of phenols, quiñones, sulphate conjugates of phenols and hydroxylated producís 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 et al, 1985; McMillan et al.t 1988; Pothuluri et al.t 1992). In general, all these works have
been carried out using only single compounds, which are less toxic íhat those used in this work.
Chlorophenol mixtures used here showed toxicities higher than the sum of the individual compounds.

Anoíher relevant benefít of the system characterised herein, is the work time. Bruns-Nagel et al, (1997)
reach exceptional 98 % toxicity removal values añer 18-20 weeks, ín the same way, McMillan et al,
(1988) found toxicity reduction up to 36% over a period of 5 days and Potohuluri et 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 almost four times the work concentratíons used by
the authors mentioned above.

. :-. . . CONCLUSIONS

This aerobic submerged fílter posses potential applications for the toxicity reduction of highly toxic phenol
mixtures up to 600 mg/1 of total phenols with satisfactory removal values. The system reduced the influent
toxicity in 48-76%, even though the initial toxicities of the mixtures were in the range of 40-358 toxic
units, classifíed as very toxic. A quadratic relationship between total phenol and TU removal was found,
but if time is taken account, the most signifícant relationship is that existing between TU removal and time.

The system proved to be a usefuí 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 detoxifícation of phenol and chlorophenol mixtures in
industrial efíluents, further research is necessary to examine the mechanisms by which this straín
metabolises chlorophenols.
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