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CAPITULO 1

1. PROBLEMATICA

1.1.Introduccioén
Las nuevas reglamentaciones ambientales nacionales e internacionales de las
aguas residuales hacen necesaria la modificacion de los tratamientos

convencionales debido a la gran demanda de agua tratada para ser reutilizada.

Actualmente en México, referente al agua para uso y consumo humano, la
NOM-127-SSA1-1994 establece el limite de fenoles en 0.001 mg/L, a nivel
internacional, la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA), y la norma italiana
152/1999 “Texto Unico sobre las aguas”, establecen ciertos limites maximos
permisibles de fenol en agua. La Administracibon de Salud y Seguridad
Ocupacional (por sus siglas en inglés OSHA) y el Instituto Nacional de Salud y
Seguridad Ocupacional (NIOSH) establecen ciertos limites maximos permisibles
de fenol en aire durante la jornada laboral.

El fenol y sus derivados son comiunmente usados en muchas ramas de la
industria quimica, petroquimica, farmacéutica, papel, curtiduria, etc. Debido a esto,
el fenol se encuentra generalmente en el agua residual de este tipo de industrias.
Este contaminante inhibe el crecimiento de las bacterias por encima de 50 mg/L y
es bactericida a concentraciones de 2000 mg/L si no estan adaptadas (Bajaj,
Gallert y Winter, 2008). EI fenol puede ser letal para los peces a concentraciones
relativamente bajas de 5-25 mg/L (Kwon y Yeom, 2009). Este es un gran problema
ya que las aguas residuales con altos contenidos de compuestos fendlicos no
pueden ser tratados facilmente en plantas convencionales de tratamiento biolégico
debido a la toxicidad que estos contaminantes presentan para las bacterias
(Estrada, 2006). Estos compuestos son muy resistentes a la degradacion debido a
la estabilidad de los anillos aromaticos (Leahy & Colwell 1990).
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Existen varios métodos de tratamiento que se usan para remover los
compuestos fendlicos, métodos electroquimicos, biolégicos, oxidacion quimica,
estos son métodos destructivos ya que eliminan el fenol del agua, pero algunas
veces, los métodos fisicoquimicos pueden causar problemas secundarios en los
efluentes debido a la formacion de compuestos intermediarios. Existen métodos
de recuperaciéon de este contaminante en aguas industriales mediante un
tratamiento con NaCl, basado en la insolubilidad que presenta el fenol en
soluciones salinas (Serna, Torres y Hoyos, 2003) pero al recuperar el fenol, se
tiene un agua con grandes concentraciones de sal, que requiere un tratamiento

posterior para eliminar esta sal.

Existen dos tipos de reactores utilizados en el tratamiento bioldgico, el proceso
de lodos activados y los reactores de lecho, en este ultimo, los microorganismos
estan sujetos en un soporte estacionario formando una biopelicula. Desde hace
algunas décadas este tipo de reactores ha ganado interés debido a que la
concentracion de biomasa en una biopelicula puede llegar a ser diez veces mayor
gue la concentracion en un cultivo liquido (Casey, Glennon y Hamer, 1999), esta
ventaja ayuda a reducir el volumen de los equipos, mejorar la eficiencia de
remocién, reducir los olores, soportar variaciones en el influente y choques
toxicos en la concentracién de entrada comparados con los reactores de lodos
activados. Otro punto importante es que con este tipo de reactores se elimina el
clarificador posterior, el cual constituye una parte esencial en el proceso de lodos
activados (Benthack, Srinivasan y Bonvin, 2000) debido a que las biopeliculas
ofrecen la ventaja de que la cantidad de biomasa necesaria a remover a la salida
del reactor es mucho menor que en un reactor de tanque agitado con células
suspendidas. El desarrollo de nuevas tecnologias para el tratamiento de aguas
residuales se encamina a aquellas tecnologias donde la produccion de lodos sea

minima.

Pan Li, Masayoshi y Kaneo (2009) estudiaron la degradacién del fenol
mediante microburbujas de aire, realizando un experimento para conocer la

volatilidad de fenol a diferente pH. No encontraron una volatilidad del fenol
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significativa que afectara los resultados a un pH neutro, ademas de no obtener
una disminucion significativa de carbono organico total (COT) con microburbujas
de aire, a pH de 10.5, 4.5y 3.1, en estos casos la disminucion de COT obtenida
fue menor a un 3%, mientras que para pH acido de 2.7 y 2.3 obtuvieron una
disminucion de COT de un 27%.

La biodegradacion del fenol es un proceso alternativo a los tratamientos
fisicoquimicos y es preferido debido a la posibilidad de llegar a tener una
mineralizacién completa, (Bajaj, et al., 2008).

El limite de un proceso biologico esta relacionado con el tiempo de
aclimataciéon de la biomasa, en este caso del fenol, y a la variabilidad en la
composicion del agua residual (Marrot, Moulin, Barrios y Roche, 2008). Kwon y
Yeom (2009) reportan que la degradacion del fenol por microorganismos esta
generalmente limitado por la inhibicion del sustrato y por las bajas tasas de
conversion, una preadaptacion con otros compuestos como el benceno y tolueno

incrementa la degradacion del fenol, que una preadaptacion Unicamente con fenol.

La dificultad asociada con la inhibicidn de sustrato en aguas residuales puede
ser superada con estrategias tales como la inmovilizacion celular (Tay, Jiang, Tay,
2004). Los granulos microbianos aerobios inmovilizados (biomasa adherida a un
soporte) y cultivados en un reactor discontinuo tienen una estructura fuerte,
compacta, buena capacidad de sedimentacién y retencién de biomasa con la
capacidad para soportar altas cargas organicas.

Pseudomonas putida inmovilizada en membranas de fibra hueca degrad6é 500
mg/L de fenol completamente aproximadamente en 19 h, la tasa maxima de
crecimiento especifico obtenida fue de 0.393 h™. A una concentracién inicial de
fenol de 1000 mg/L no se obtuvo un crecimiento celular, ni la degradacion del fenol
se produjo, existié una inhibicion por sustrato. (Tay et al., 2004).

Otro microorganismo capaz de utilizar el fenol como Unica fuente de carbono
fue aislado de petréleo crudo en un suelo contaminado (Kwon y Yeom, 2009), y se

identific6 como Pseudonomas fluorescene, este microorganismo fue capaz de
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degradar muchos compuestos aromaticos como el fenol, benceno, tolueno y acido

benzoico.

Estudios realizados por Rigo y Alegre (2003) encontraron un microorganismo
capaz de crecer en concentraciones de fenol de hasta 1000 mg/L, basados en su
morfologia, fisiologia y caracteristicas bioquimicas este microorganismo fue
identificado como Candida parapsilopsis. Candida tropicalis también ha sido
referida como degradador de fenol.

Lin y Hsien (2009) usaron cubos de esponja de poliuretano con plastico
Ballast® como medio de soporte para inmovilizar los microorganismo y tratar el
agua contaminada con fenol. Bajaj, Gallert y Winter (2008) usaron granos de
arcilla para jardin, como soporte en un reactor de lecho fijo para degradar el fenol
en agua. Otros autores, como Guo, Ngo, Dharmawan y Palmer (2009), han usado
espuma de poliuretano como soporte en reactores de lecho fijo y movil para el
tratamiento de aguas domésticas.

La degradacién de los compuestos fendlicos puede llevarse a cabo bajo
condiciones aerobias y anaerobias. La degradacion aerobia produce pirocatecol a
partir del fenol via epoxi y la formacion de un trans-diol catalizada por una enzima
monooxigenasa y  trans-1,2-dihidrobenzeno-1,2-diol por una enzima
deshidrogenasa. En la degradacion anaerobia, el anillo aromatico no es oxidado,
es reducido y el intermediario clave en esta via es la ciclohexanona (Rigo y Alegre,
2004).
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1.2.0bjetivos

1.2.1. Objetivo general

Evaluar el funcionamiento de un sistema de tratamiento biolégico mediante
un reactor bioldgico de lecho fijo utilizando fibras como soporte, para el tratamiento
de aguas residuales sintéticas conteniendo compuestos fendlicos como

contaminantes modelo.

1.2.2. Objetivos particulares

e Establecer el estado del arte en la investigacion de reactores biologicos de
lecho fijo, aplicados a la depuracidon de aguas residuales sintéticas
conteniendo compuestos organicos Yy en particular, compuestos derivados

del fenol.

e Llevar a cabo la cinética de la degradaciéon del fenol, para determinar en
cuanto tiempo cierta cantidad de fenol es degradado por los

microorganismos.
¢ Determinar la cantidad de biomasa contenida en el soporte.

e Determinar las mejores condiciones de operacion con el soporte
seleccionado al utilizar diferentes concentraciones de fenol, flujo de aire y

concentracion de nutrientes.

1.3.Hipoétesis

Si se logra que la biomasa se adhiera a un soporte fijo formando una biopelicula,
se reducira la cantidad de biomasa suspendida en el efluente de salida asi como
la produccion de lodos en el reactor. Ademas se podran degradar concentraciones
mas altas de fenol, se tendra un reactor mas compacto y se reducira el tiempo de

retencion hidraudlico para el tratamiento del agua sintética.
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CAPITULO 2

2. ANTECEDENTES

2.1. Fenol

La presencia de fenoles en el medio ambiente es consecuencia tanto de
acciones naturales, como del aporte antropogénico, fundamentalmente, de

caracter industrial.

La mayoria de los compuestos fendlicos encontrados en aguas residuales son
de origen industrial. El cual es utilizado en industrias de cuero y textiles, coquerias,
refinerias de petroleo, destilerias de alquitran, sintesis y formulacién de pesticidas,
fabricas de pasta de papel, plantas de tratamiento de maderas, fabricas de
colorantes, fabricacién de resinas, incluso algunos fenoles se utilizan como
plaguicidas por su accién herbicida, fungicida e insecticida, lo que provoca su
difusion en el medio ambiente a través de actividades agricolas y su entrada en la
cadena alimenticia. En la tabla 2.1, se encuentran las propiedades del fenol y en
la tabla 2.2 la gran variedad de fenoles utilizados cominmente en la industria y su

origen.

El fenol en forma pura es un solido cristalino de color blanco-incoloro a

temperatura ambiente. Su férmula quimica es CgHsOH.

Tabla 2.1 Propiedades fisicas y quimicas del fenol

Propiedades del fenol

Peso Molecular 94.11 g/gmol
Punto de Fusion 41°C
Punto de ebullicién 182°C
Presion de vapor a 20°C 0.2 mmHg
Presiéon de vapor a 100°C 54 hPa
Solubilidad a 15°C 82 000 mg/L
Concentracion de saturacion en aire a 20°C 0.77 g/m®
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La toxicidad de los fenoles varia con la posicion y el numero de
sustituyentes en el nucleo aromatico. La toxicidad es mayor para los sustituyentes
halogenados, siendo los yodofenoles y bromofenoles mas toxicos que los
clorofenoles. En cuanto a la posicion relativa, la toxicidad sigue el orden p- > m-
>0- . También se produce un aumento en la toxicidad con el numero y el volumen

de los sustituyentes (Ahumada y Gémez, 2009)

Algunos compuestos fendlicos se han encontrado en mejillones como es el
caso del pentaclorofenol, tetraclorofenol y otros compuestos organicos
halogenados. El pentaclorofenol se ha encontrado también en aves, corroborando

asi su condicion de contaminante global (Serra, 2002).

Tabla 2.2 Sintesis y usos industriales de los fenoles (Serra, 2002).

Tipo de fenol Origen Usos
Resinas fendlicas, bisfenol A vy
Fenol Cumeno, benceno .

alquilfenoles.
Resinas fendlicas, desinfectantes,

Cresoles Petréleo o brea antioxidantes, limpiadores
metalicos y disolvente de
esmaltes.

Biocidas e intermedios para
biocidas y preservacion de la
madera.

Fenol, clorobenceno y

lorofenol .
Clorofenoles nitrobenceno

Antioxidantes, gasolina, aceite,

Alquilfenoles Fenol grasas y plasticos.

Resinas naturales y

Pirocatecol o Antioxidantes y colorantes.
ligninas Y
Halofenoles, acido Antioxidantes colorantes
Resorcinol bencenodisulfonico, antisépticos | medicamentos y
acido fenosulfonico y explosivos :
benceno '
. . . Fotografia antioxidantes y
Hidroquinona Anilina ; ’
g medicamentos.
. Fenol, bencenoy Tintes, intermediarios de sintesis
Nitrofenoles . .
nitroclorobenceno y explosivos.
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2.2. Limites maximos permisibles y legislacion del fenol

La agencia de proteccion ambiental (EPA) recomienda que en aguas
superficiales (lagos y arroyos) el limite de concentracion de fenol no debe exceder
de 3.5 mg/L. La Administracion de Salud y Seguridad Ocupacional (OSHA) ha
establecido un limite de exposicion ocupacional de 5 ppm de fenol en el aire
dentro de un area de trabajo en una jornada de 8 horas diarias. El Instituto
Nacional de Seguridad Ocupacional y Salud (NIOSH) recomienda que el aire en el
lugar de trabajo no deba contener mas de 5 ppm durante una jornada diaria de 10
horas y que la concentracion no deba exceder 16 ppm durante un periodo de 15

minutos.

La norma italiana 152/1999 “Texto Unico sobre las aguas” se refiere a
salvaguardar la calidad del ambiente acuético de las descargas de contaminantes
con particular consideracion a los microorganismos, estableciendo valores limite
de 0.05 mg/L de fenol presente en aguas residuales industriales y con una
concentracion de 0.01 mg/L de compuestos fendlicos en aguas frescas.

En México, la norma oficial mexicana NOM-052-SEMARNAT-2005, establece
las caracteristicas, el procedimiento de identificacion, clasificacién y los listados de
los residuos peligrosos. Esta Norma Oficial Mexicana establece el procedimiento
para identificar si un residuo es peligroso, el cual incluye, los listados de los
residuos peligrosos y las caracteristicas que hacen que se consideren como tales.
Los residuos peligrosos, en cualquier estado fisico, por sus caracteristicas
corrosivas, reactivas, explosivas, inflamables, téxicas y biolégico-infecciosas, y por
su forma de manejo pueden representar un riesgo para el equilibrio ecoldgico, el
ambiente y la salud de la poblacién en general.

Los fenoles y compuestos fendlicos se encuentran incluidos en estas listas
como constituyentes toxicos. La tabla 2.3 muestra los limites maximos permisibles

para los contaminantes organicos considerados téxicos.
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Tabla 2.3 Limites maximos permisibles para los constituyentes tdxicos organicos
semivolatiles en el extracto PECT.

No. CAS! Contaminante (Ir_nl\gl;:_z)
94-75-7 acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 10
93-72-1 acido 2,4,5 trlflsci)lr\(/);()a(;mmproplonlco 1
57-74-9 clordano 0.03
95-48-7 o-cresol 200
108-39-4 m-cresol 200
106-44-5 p-cresol 200

1319-77-3 cresol 200
121-14-2 2,4-dinitrotolueno 0.13
72-20-8 endrin 0.02
76-44-8 heptacloro (y su epéxido) 0.008
67-72-1 hexacloroetano 3
58-89-9 lindano 0.4
74-43-5 metoxicloro 10
98-95-3 nitrobenceno 2
87-86-5 pentaclorofenol 100

8001-35-2 toxafeno 0.5
95-95-4 2,4,5-triclorofenol 400
88-06-2 2,4,6-triclorofenol 2

! No. CAS: Ntimero del Chemical Abstracts Service (Servicio de Restimenes Quimicos).

2 LMP: Limite Maximo Permisible.

En la norma oficial mexicana NOM-127-SSA-1994 denominada Salud
ambiental, agua para uso y consumo humano, se refiere a los limites permisibles
de calidad y tratamientos a los cuales debe someterse el agua para su
potabilizacion, en esta norma se mencionan los limites maximos para fenol y
compuestos fendlicos en agua de consumo asi como las caracteristicas del agua
potable y los limites maximos permisibles de otros contaminantes. En la tabla 2.4
se enlistan los compuestos y limites maximos permisibles establecidos en esta

norma.
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Tabla 2.4 Limites permisibles de calidad y tratamientos a que debe someterse el
agua para su potabilizacion.

Caracteristica Limite permisible | Unidad
Aluminio 0.20 mg/L
Arsénico (Nota 2) 0.05 mg/L
Bario 0.70 mg/L
Cadmio 0.005 mg/L
Cianuros (como CN) 0.07 mg/L
Cloro residual libre 0.2-1.50 mg/L
Cloruros (como CI) 250 mg/L
Cobre 2 mg/L
Cromo total 0.05 mg/L
Dureza total (como CaCQ3) 500 mg/L
Fenoles o compuestos fendlicos 0.3 mg/L
Fierro 0.30 mg/L
Fluoruros (como F) 1.50 mg/L
Hidrocarburos aromaticos
Benceno 10 mg/L
Etilbenceno 300 mg/L
Tolueno 700 mg/L
Xileno (tres isébmeros) 500 mg/L
Manganeso 0.15 mg/L
Mercurio 0.001 mg/L
Nitratos (como N) 10 mg/L
Nitritos (como N) 1 mg/L
Nitrégeno amoniacal (como N) 0.50 mg/L
pH 6.5-8.5 mg/L
Plaguicidas
Aldrin y dieldrin (separados o combinados) 0.03 pg/L
Clordano (total de isbmeros) 0.20 pg/L
DDT (total de isbmeros) 1 pg/L
Gamma-HCH (lindano) 2 pg/L
Hexaclorobenceno 1 pg/L
Heptacloro y ep6xido de heptacloro 0.03 pg/L
Metoxicloro 20 pg/L
24-D 30 pg/L
Plomo 0.01 pg/L
Sodio 200 pg/L
Solidos disueltos totales 1000 ug/L
Sulfatos (como SO4=) 400 pg/L
Sustancias activas al azul de metileno (SAAM) 0.50 pg/L
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Caracteristica Limite permisible | Unidad
Trihalometanos totales 0.20 pg/L
Yodo residual libre 0.2-0.5 pg/L
Zinc 5 pg/L

Nota 1. Los limites permisibles de metales se refieren a su concentracion total en el agua, la cual

incluye los suspendidos y los disueltos.

Nota 2. El limite permisible para arsénico se ajustara anualmente.

2.3. Clasificacion de microorganismos

Los organismos que usan carbon organico para la formacion de su tejido
celular son llamados heterétrofos, mientras que los que usan el carbdén
proveniente del diéxido de carbono (CO) son llamados autétrofos. La conversién
del CO; a tejido celular es un proceso de reduccién que requiere una entrada de
energia. Los organismos autétrofos requieren mas energia para su sintesis que

los heterotrofos, esto se ve reflejado en rapideces de crecimiento lentas.

La energia requerida puede ser suministrada por luz o por reacciones quimicas
de oxidacion. Aquellos que usan la luz como fuente de energia son llamados
fotétrofos, y segun la fuente de carbon que utilicen son autétrofos o heterétrofos.
Mientras que aquellos organismos que derivan su energia de reacciones quimicas
son llamados quimiétrofos, los cuales a su vez pueden ser autétrofos o

heterétrofos.

En nuestro caso de estudio se tienen organismos quimio-heterétrofos, los
cuales obtienen su energia de la oxidacion de compuestos organicos, en este

caso, del fenol.

En la tabla 2.5 se encuentran la clasificacion de microorganismos segun
Metcalf & Eddy, 2003.
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Tabla 2.5 Clasificacion general de microorganismos por fuente de energiay
carbon (Metcalf & Eddy, 2003).

Clasificacion Fuente de energia Fuente de carbdn
Autoétrofos
Foto-autétrofos Luz CO;
Reacciones de
Quimio-autétrofos oxido-reduccion CO.
inorgénicas
Heterétrofos
Reacciones de
Quimio-heterétrofos oxido-reduccion Carbén orgéanico
orgénicas
Foto-heterotrofos Luz Carbén orgéanico

2.3.1. Metabolismo para microorganismos quimio-heterétrofos

Los organismos quimio-heterotrofos pueden ser agrupados de acuerdo a su
tipo de metabolismo y a sus requerimientos de oxigeno molecular. Los organismos
que generan energia mediante enzimas en el transporte de electrones, de un
donador de electrones a un aceptor externo de electrones, tienen un metabolismo
respiratorio. Un metabolismo fermentativo no involucra la participacion de un

aceptor externo de electrones.

Cuando el oxigeno molecular es usado como un aceptor externo de
electrones en la respiracion, el proceso se llama respiracibn aerobia. Los
organismos que dependen de la respiracion aerobia para satisfacer sus
necesidades energéticas y que solo pueden existir en presencia de oxigeno
molecular, son Illamados aerobios obligados. Al oxidarse los compuestos
inorgénicos como nitratos y nitritos, estos pueden funcionar como aceptores de
electrones para algunos organismos con metabolismo respiratorio en ausencia de
oxigeno molecular, estos son llamados organismos andxicos. Los organismos que
generan su energia mediante la fermentacién y que sélo pueden existir en un

entorno que carece de oxigeno, son llamados anaerobios obligados.
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Los organismos facultativos son aquellos que tienen la habilidad de crecer en
presencia o ausencia de oxigeno molecular. Dentro de estos existen aquellos
organismos que pueden cambiar de una respiracibn aerobia a un proceso
fermentativo dependiendo de la presencia o ausencia de oxigeno, también existen
otros organismos que son anaerobios aero-tolerantes que tiene estrictamente un
metabolismo fermentativo pero son insensibles a la presencia de oxigeno

molecular.

2.4. Mecanismo de degradacién del fenol

La biodegradacion es un proceso por el cual algunas sustancias quimicas
pueden ser utilizadas como sustrato por microorganismos, que las emplean para
producir energiay crear otras sustancias como aminoacidos, nuevos tejidos vy

nuevos organismos.

La biodegradacion de un componente organico de un ecosistema se da
principalmente por la actividad metabdlica de microorganismos presentes
(Lazcano, 2010). Existen tres tipos de biodegradacion:

e Biodegradacion primaria: Implica la transformacién minima de un

compuesto, obteniendo pequefias alteraciones en la estructura quimica del

compuesto dando como resultado productos de bajo peso molecular.

e Biodegradacion aceptable: Se remueven ciertas propiedades no deseadas

del compuesto tales como toxicidad y espumosidad.

e Biodegradacion final: El compuesto organico es totalmente utilizado por los
microorganismos, dando como resultado dioxido de carbono, agua, sales
minerales y compuestos inorganicos; también se conoce como

biodegradacién ultima o mineralizacion.

Este proceso se realiza por medio de enzimas y mecanismos a nivel de
membrana que permite la entrada de nutrientes y dependen de varios factores

como las caracteristicas del contaminante, su concentracion, los microorganismos
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presentes, las condiciones geoquimicas y ambientales, entre otras (Ahumada y
Gomez, 2009).

Entre los microorganismos capaces de crecer a expensas de compuestos
aromaticos como fuente de carbono y energia se encuentran muchas bacterias
aerobias y anaerobias, algunas levaduras y hongos. Todos estos compuestos
asimilan dichos compuestos a través de vias catabdlicas que convergen en las

rutas centrales del metabolismo.

La reaccion de degradacion del fenol provee a la bacteria de energia para su
crecimiento y reproduccién. Para que el microorganismo pueda disponer del
material organico como alimento es necesario que este soluble en el medio, de lo
contrario necesitara hidrolizarse para que pueda atravesar la pared celular del

microorganismo.

Los organismos procariotas pueden metabolizar una amplia variedad de
compuestos aromaticos a través de rutas degradativas relacionadas por
compuestos intermediarios comunes. En la figura 2.1 se indican algunos
compuesto aromaticos metabolizados por rutas que implica la formacién del
catecol como intermediario, el cual es un compuesto central en el que convergen
la mayoria de las rutas degradativas de compuestos aromaticos que contiene un
grupo OH en posicion orto (Pares, F. R., Juarez, G.A.,1997, Suarez, R. M.,2003).
Una ruta tipica para metabolizar un compuesto aromatico es la hidroxilacion del

anillo para formar el catecol y luego oxidar el anillo via orto o meta.
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Figura 2.1 Algunos compuesto aromaticos metabolizados a travées del
intermediario catecol. Suarez, R.M., 2003 y Pares, F. R., Juarez, G.A., 1997.

Durante la biodegradacion de una molécula aromatica se siguen dos pasos:
la activacion del anillo y el rompimiento del anillo.

e Activaciéon del anillo: Involucra la incorporacién de oxigeno molecular al anillo,
esto es, la hidroxilacion del nucleo aromatico. Este paso es llevado a cabo por
enzimas conocidas como oxigenasas. Las monooxigenasas 0 hidroxilasas,
caracteristicas de hongos y otras eucariotas, catalizan la incorporacion de un
s6lo atomo de oxigeno para formar un epéxido que puede hidratarse para dar
un transdihidrodiol. Las dioxigenasas caracteristicas de las bacterias, catalizan
la incorporacion de dos atomos de oxigeno molecular en un solo paso para
formar un dihidrodiol.

Los dihidrodioles después se oxidan a derivados dihidroxilados, como los

catecoles, que son los precursores del rompimiento del anillo (Razo, 2003).
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e Escision del anillo: El catecol puede ser oxidado ya sea por la via orto o meta.

Escision orto o ruta del g -cetoadipato tiene lugar entre los carbonos que llevan

los grupos OH (intradiol, carbonos 1 y 2). Los productos de esta primera

reaccion oxigenolitica son cis-muconato, este se transforma a y -cetoadipato
enol-lactona, a partir de este compuesto se forma el p-cetoadipato que

finalmente se degrada a succinato y acetil-CoA.

Escision meta: Esta escisién se produce entre el carbono que lleva el grupo
funcional OH vy el carbono adyacente (extradiol, carbonos 2 y 3) dando lugar al
semialdehido 2-hidroximuconico, transformandose en acetaldehido y piruvato.

La figura 2.2 muestra el mecanismo de escisién en posicion meta y la figura 2.3

el mecanismo de escisién orto.

OH /(.HJ\
Piruvato HOCH C=—0
OH 1 |

: Acetaldehido 4 H1C COOH
Catecol
4-hidroxi-2-cetovalerato

0O,

HCOOH
X OH CH,
('3 /‘ — HC/ \czo
COOH || |

CHO H,0 CH, COOH
Semialdehido 2-hidroximuconico 2-cetonpen-4-enoato
. Enzima 2-3-dioxigenasa 2. Enzima hidrolasa
3. Enzima hidrolasa 4. Enzima aldolasa

Figura 2.2 Escisién meta del catecol (Suarez, R. M., 2003).
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H“H‘“C ——0 "-\\ cC=0
y-cetoadipato enol-lactona mucolactona
4
O o SCoA
COOH 5 co — acetil-SCoA

[

COOH COOH '/'_\ HSCoA

B-cetoadipato

Succinato - succinil CoA
1. Enzima 1,2 oxigenasa 2. Enzima lactonizante del muconato
3. Enzima mucolactona isomerasa 4. Enzima hidrolasa
5. Enzima transferasa 6. Enzima tiolasa

Figura 2.3 Escision orto del catecol (Suarez, R. M., 2003).

Estudios realizados por Yang y Humphrey (1975), de la bacteria

Pseudomonas putida utiliza el fenol via meta, inducido por la enzima 2,3
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dioxigenasa y el hongo Trichosporon cutaneum usa el fenol a través de la via orto

e inducido por la enzima 1,2 oxigenasa.

La biodegradacion se ve afectada por diferentes factores como el pH,

temperatura y nutrientes.

La temperatura afecta la supervivencia, el crecimiento y la actividad
metabodlica de los microorganismos, a medida que aumenta la temperatura,
aumenta la rapidez con gque los microorganismos degradan la materia organica,
hasta una temperatura a la que se desnaturalizan macromoléculas importantes,
como acidos nucleicos, proteinas, etc. esta temperatura es alrededor de los 50 °C
(Bailey y Ollis, 1986).

El pH afecta a los microorganismos y sus enzimas, influyendo tanto en la
disociacion como en la solubilidad de diversas moléculas y en la disponibilidad de
nutrientes. La mayoria de las bacterias heterétrofas y hongos se desarrollan
Optimamente a valores de pH cercanos a la neutralidad dentro de un intervalo de
6.5-8.5 (Ahumada y G6mez, 2009).

Los nutrientes son importantes para el desarrollo y supervivencia de los
microorganismos, estos son necesarios para llevar a cabo procesos de biosintesis
y otras funciones celulares. Cada organismo necesita diferentes nutrientes y a
menudo los requerimientos son especificos para cada género, pero en todo los
casos se requieren de macronutrientes (nitrogeno y fésforo) que se necesitan en
grandes cantidades, mientras que otros llamados micronutrientes (Ca®*, Mg?*,
Na™, K'', S%), se proporcionan en menores cantidades y a veces sélo en
cantidades trazas (Ahumada y Gomez, 2009 y Bailey y Ollis, 1986).

2.5. Crecimiento microbiano

La mayoria de las bacterias reportadas capaces de llevar a cabo el proceso de
biodegradacién del fenol, son gram negativas, siendo el género Pseudomonas sp.

el mas mencionad, otros géneros de bacterias han sido Agrobacterum,
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Acinetobacter, Burkholderia, Klebsiella. Entre las bacterias gram positivas que
tienen la capacidad de degradar el fenol, se encuentra el género Rhodococcus sp.,
(Ahumada y GoOmez, 2009). Sin embargo, independientemente del tipo de
bacterias, éstas poseen gran actividad de monoxigenasas y dioxigenasas que
permiten degradar este compuesto.

La curva de crecimiento microbiano se muestra en la figura 2.4 en la fase lag,
mejor conocida como fase de adaptacién, en esta etapa el microorganismo se va
adecuando al sustrato y no hay un aumento evidente en el nimero de células,
después de esta fase, el microorganismo entra en una fase de crecimiento
exponencial, durante este periodo el microorganismo consume el sustrato
manteniendo un crecimiento exponencial a altas velocidades durante largo tiempo,
la rapidez de crecimiento es solo funcién de la habilidad del microorganismo por
procesar el sustrato.

El crecimiento de las poblaciones bacterianas esté limitado normalmente por el
agotamiento del sustrato disponible o por la acumulacion de productos téxicos del
metabolismo debido a esto la rapidez de crecimiento disminuye y se detiene, en

este punto el cultivo se encuentra en la fase estacionaria.

La transicién entre la fase exponencial y la estacionaria implica un periodo de
crecimiento desequilibrado, durante el cual, los diversos componentes celulares
son sintetizados a diferentes rapideces. La composicion celular en la fase
estacionaria depende del factor limitante especifico de crecimiento. A pesar de
esto pueden hacerse algunas generalizaciones: las células en fase estacionaria
son mas pequefias que en la fase exponencial (dado que la divisién celular
continla después que el incremento de masa se ha detenido) y son mas

resistentes a agentes fisicos (calor, frio, radiaciones) y quimicos adversos.
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Figura 2. 4 Tipica curva de crecimiento de un cultivo de microorganismos en un

reactor tipo batch, (Bailey y Ollis, 1986).

Posteriormente a la fase estacionaria se encuentra la fase enddgena (o fase de
muerte), en esta fase, el sustrato se va terminando y la rapidez con que mueren
los microorganismo es mayor que la rapidez con la que se reproducen por lo que
las reservas celulares de energia se van agotando, lo que obliga a los
microorganismo a consumir su propio protoplasma, durante esta fase se lleva a
cabo un fendmeno en el que los nutrientes remanentes de las células muertas se

difunden para proporcionar comida a los microorganismo que aun viven.

2.6.Cinética enzimética

La mayoria de las enzimas son proteinas altamente especializadas. Su
actividad catalitica depende de la integridad de su formacion proteica nativa. Si se
desnaturaliza o disocia una enzima en sus subunidades se pierde normalmente la
actividad catalitica. Una enzima proporciona un ambiente dentro del cual una
reaccion determinada, es enérgicamente, mas favorable. Una reaccion catalizada

enzimaticamente tiene lugar dentro de los confines de una bolsa de enzima
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llamada sitio activo. La molécula fijada en el sitio activo y sobre la que actua la

enzima se denomina sustrato.

La cinética estudia cuantitativamente la rapidez de reaccion y la forma en que
se comporta con respecto a cambios en los parametros experimentales. Uno de

los factores clave que afectan la rapidez de una reaccién catalizada por una

enzima es la cantidad de sustrato presente [S] En la figura 2.5 se muestra el
efecto de la variacion de la concentracion del sustrato, [S] sobre la rapidez inicial

I, cuando se mantiene constante la concentracion de enzima, [E].

A concentraciones de sustrato relativamente bajas r, aumenta casi
linealmente con el incremento de [S]. A mayores concentraciones de sustrato, I,
aumenta incrementos cada vez menores en respuesta a incrementos de[S].

Finalmente se alcanza un punto mas alla del cual se dan incrementos

pequefiisimos de r, con el incremento de [S] Esta meseta se denomina rapidez

maxima r,,, .

Rapidezinicial, ry (WM/min)

K. Concentracion Sustrato, [S] (mM)

Figura 2.5 Efecto de la concentracion de sustrato sobre la rapidez inicial de una

reaccion catalizada por una encima. (Lehninger, Nelson y Cox, 2005).
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El complejo formado por la enzima-sustrato ESen la reaccion 2.1,
constituye la clave para entender el comportamiento cinético. Leonor Michaelis y
Maud Menten en 1913, postularon que la enzima se combina primero de forma
reversible con su sustrato formando un complejo enzima-sustrato ES en un paso

reversiblemente rapido.

B S T2 ES oot 2.1

-1

El complejo ES mostrado en la reaccion 2.1, se descompone en un
segundo paso mas lento regenerando la enzima libre y produciendo un producto

de la reaccion, P.

En este modelo cinético, la segunda reaccion es mas lenta y por tanto
limita, la rapidez global de la reaccion. Es por esto que la reaccion catalizada
enzimaticamente ha de ser proporcional a la concentracion de la especie que

reacciona en el segundo paso, es decir ES

En cualquier reaccion catalizada por una enzima, E, existe en su forma libre

y en su forma como complejo ES. La maxima rapidez inicial de la reaccion
catalizada I, , se observara cuando toda la enzima se encuentra como complejo,

ES y la concentracion de la enzima, E, sea muy pequefia. En estas condiciones, la
enzima se encuentra saturada con el sustrato de modo que el aumento adicional
en la concentracién de sustrato no tiene efecto sobre la rapidez, esta condicién se
produce cuando la concentracion de S es suficientemente alta, de modo que toda
la enzima libre se ha convertido en la forma ES. Cuando el complejo ES se
descompone dando el producto P, la enzima queda libre para catalizar otra
reaccion. Este efecto de saturacion es una caracteristica distintiva de la catélisis
enzimatica y es el responsable de la meseta observada en la figura 2.5.

El comportamiento de la enzima al mezclarse con un gran exceso de
sustrato se muestra en la figura 2.6. Se puede ver que existe un periodo inicial

denominado estado pre-estacionario, durante el cual aumenta la concentracion del
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complejo ES, normalmente este estado es demasiado corto y no puede ser
observado. La reaccion alcanza rapidamente un estado estacionario en el que la

concentracion del complejo ES (asi como la concentracion de otros
intermediarios) permanece aproximadamente constante con el tiempo. La I
medida refleja generalmente el estado estacionario aun cuando I, se limite a los

primeros instantes de la reaccion. Michaelis y Menten estudiaron la rapidez en el
estado estacionario conociéndose este tipo de catdlisis como cinética del estado
estacionario.

Figura 2.6 Comportamiento de las diferentes especies involucrada en una

reaccion enzimatica E + S kk<:> ES—% s E+P, Bailey y Ollis, 1986.

En los primeros momentos de la reaccién, la concentracion del producto [P]

es insignificante, por lo que se hace la suposicion que la constante de la reaccidn

2.2, k_, puede ignorarse. Reduciéndose la reaccion global a la reaccion 2.3.

B+ ST ES — 5 B+ P it 2.3
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La rapidez de descomposicion, I, del complejo ES para dar producto, viene

determinada por la concentracion de ES.

La concentracién de la enzima total [E; |, esta descrita por la suma de la

concentracion de la enzima libre [E] y la enzima que se encuentra formando el
complejo [ES]:

[Er T2 [EJH[ES ] cvvoe oo 2.5

despejando la enzima libre se obtiene:
[E]=[Er J[ES ] oommmereeeeeeesssssenseeeeeessossessssss e 2.6

Los balances de masa para el sustrato y el complejo pueden escribirse
como:

e 1[4 S =) Y 27

=Ky [S][E] (K4 +Ky )[ES ], 2.8

Sustituyendo la ecuacion de la enzima libre en las ecuaciones anteriores, se

tiene dos ecuaciones diferenciales ordinarias, con dos incégnitas [S] y [ES] .Las

condiciones iniciales son:

[S])=[S5]  [ES]J0) =0 s 2.9

estas ecuaciones no se pueden resolver de forma analitica, deben ser integradas
en una computadora para encontrar, las concentracionesde S, E, ES y P como
funciones del tiempo; Bailey y Ollis (1986), refieren que con base a resultados
calculados, segun la figura 2.6, una buena aproximacion después de un breve

periodo, una vez iniciada la reaccion es:
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Esta suposicion es llamada aproximacion en el estado casi estacionario, y

es valida para los casos en que la relacion [E; ]/[S,] es suficientemente pequefia.

Como se puede ver en la figura 2.6 en los primeros instantes de la reaccion

la concentracion de enzima total [E]T empieza a disminuir debido a que se forma

el complejo ES y la concentracion de este empieza a aumentar, el tiempo en el
gue se da este fendmeno es muy pequefio. Posteriormente llega un momento en
el que la concentracién del complejo ES no cambia en el transcurso de tiempo y
bajo estas condiciones se hace la aproximacion del estado casi estacionario.
Mientras tanto la concentracion de sustrato disminuye conforme se va llevando a

cabo la reaccién y se va produciendo el producto P .

Realizando el desarrollo matematico la ecuacién del balance del complejo

gueda:

d[ES]
dt

K [E[S]= (K # Ko )[EST=0 oo 2.11

sustituyendo la ecuacién de la concentracion de la enzima libre y despejando la

concentracion del complejo, se obtiene la ecuacion:

o T L 2.12

El término (k_, +k,)/k, se define como constante de Michaelis-Menten k,y

la expresion puede simplificarse a:

[ES]:E:TT]E% ..................................................................................................... 2.13

ahora I;se puede expresar como:
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k, [ ][S]
rO:T[S] ..................................................................................................... 2.14

Dado que la rapidez maxima se obtiene cuando la enzima esta saturada,
[E;]=[ES]. N Se puede definir como:

rM ax

= Ky [Ep Jeeeesmeessreessseeess s 2.15

guedando la ecuaciéon simplificada como:

7 2.16
Ko +[S]

La ecuacion 2.16 corresponde a la ecuacion de Michaelis-Menten, la cual
representa la rapidez de una reaccion catalizada enzimaticamente con un sustrato.

Esta ecuacién se ajusta solamente en la situaciones limite donde la concentracion

del sustrato, [S], es muy grande o muy pequefia.

La ecuacion de Michaelis-Menten se puede transformar algebraicamente en
formas més Utiles para representar los datos experimentales en un plano, tomando
los inversos en ambos miembros de la exuacion 2.16, se obtiene la ecuacién 2.17,
esta ecuacion se conoce como ecuacion de Lineweaver-Burk.

1 k. 1 1

e e PP TSP PPPPTPRUPPP 2.17
r0 rMax [S] rMax

Otras opciones para representar los datos son las ecuaciones 2.18 y 2.19:

S, 2.18
r-0 r-Max I‘Max

\%
rOZrMax_kmg ...................................................................................... 2 19

Es importante mencionar que no todas las reacciones catalizadas por una

enzima siguen el comportamiento hiperbélico de I, frente a [S] (cinética de

Michaelis-Menten). Las enzimas que siguen este comportamiento hiperbdlico
pueden tener mecanismos de reaccion diferentes. La ecuacion 2.16 no depende

39



del mecanismo relativamente sencillo de dos pasos propuesta por Michelis-
Menten.

La magnitud como el significado de I, y k. cambian de una enzima a otra
en incluso puede variar para diferentes sustratos y una misma enzima. El
significado real de K, depende de aspectos especificos del mecanismo de

reaccion tales como el numero y la rapidez relativa de los pasos individuales de la

reaccion. En una reaccion de dos pasos como la mostrada en la reacciéon 2.3 de

este texto, el valor de k, representa:

En la reaccién de Michaelis-Menten, ecuacion 2.3, la constante de rapidez

de reaccion K, limita la velocidad, debido a que es un paso lento, por lo que
k, <<k , quedando k simplificada a k ,/k;, en esta situacién k, se define como
constante de disociacion, K, del complejo ES. Cuando se dan estas condiciones

k, representa una medida de la afinidad de la enzima por el sustrato en el

complejo ES.

Hay veces que el paso mas lento es la reaccién 2.1, teniendo que K, >>k ;
por lo que Kk, =k,/k , en estas situaciones K, es una funcién mas compleja de las

tres constantes de rapidez. Debido a esto, K. no siempre se puede considerar

como una medida sencilla de la afinidad por el sustrato.

La h,, varia de una enzima a otra, si una enzima reacciona segun el

mecanismo de Michaelis-Menten de dos pasos r,,, =k,[E; ], donde la constante

de rapidez de reaccion K, limita la velocidad. No obstante, el nimero de pasos en
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la reaccion y la identidad del paso limitante (o pasos limitantes) de rapidez varian

de una enzima a otra.

A veces, cuando una gran cantidad de sustrato esta presente, la reaccion
catalizada por la enzima es disminuida por el exceso de sustrato. Este fenbmeno
se conoce como inhibicion por sustrato, en una grafica de r en funcién de S se
nota claramente que la rapidez de reaccién r pasa a través de un maximo cuando
la concentracién de sustrato aumenta. Cuando S es mayor que S(r=r,, ) una

disminucién en la concentracion de sustrato provoca un aumento en la rapidez de
reaccion, figura 2.7.

Figura 2.7 Inhibicién por sustrato, Bailey y Ollis, 1986.

El comportamiento de reacciones inhibidas por sustrato pueden ser
modeladas utilizando el método de Michaelis-Menten.

2.6.1. Inmovilizaciéon enzimética

La inmovilizacién de una enzima significa que se ha limitado o localizado en
algun soporte de manera que se pueden reutilizar de forma continua, una de las

principales razones es que al ser inmovilizadas son retenidas en el reactor, ya que
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al estar solo en solucién, algunas enzimas abandonan el reactor junto con el
producto final aumentando las impurezas en el producto y deben agregarse
nuevas enzimas al reactor, o bien los microorganismos deben producir mas
enzimas. Muchas enzimas de las células son inmovilizadas en materiales
insolubles en agua. Existen dos métodos para inmovilizar enzimas, los métodos
quimicos, donde se forman enlaces covalentes con la enzima y métodos fisicos,
donde las interacciones débiles de las enzimas estdn involucradas, esto se

muestra en la figura 2.8.

Figura 2.8 Técnicas de inmovilizacion de enzimas, a) métodos quimicos y b)

métodos fisicos.

Un procedimiento de inmovilizacion fisica muy prometedor es el
atrapamiento.de la enzima en una fibra, la enzima se encuentra en solucién, pero

esta solucion esta fisicamente confinada en un soporte y no puede escapar.
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2.6.2. Modulacién y regulacién enzimética, una forma de inhibicion

Para poder degradar el fenol mediante microorganismos son necesarias
ciertas enzimas que estos sintetizan. Existen otras especies, no solo el sustrato,
gue se pueden combinar con las enzimas para alterar o modular la actividad
catalitica. Este tipo de sustancias son llamadas moduladores o efectores y pueden
ser componentes normales de la célula. Si el modulador disminuye la actividad de
la enzima provoca una inhibicibn. La combinacion de una enzima con un
modulador es una reaccién quimica y por lo tanto puede ser completamente

reversible, parcialmente reversible o irreversible.

Voet (2006), tiene una clasificacion parcial de los inhibidores en base a su

influencia en los parametros de de la ecuacion de Michaelis-Menten.

e Inhibicion Competitiva

Una sustancia que compite directamente con un sustrato normal por un sitio de
fijacion enzimatico, se denomina inhibidor competitivo. Este tipo de inhibidor
normalmente, se parece al sustrato al fijarse al sitio activo, pero difiere del mismo

en que no es reactivo.

El modelo general de inhibicidbn competitiva viene dado por las ecuaciones 2.21
y 2.22.

E+S¢>ESL>P+E ..................................................................... 2.21
E+1e==FEl+S——>NO HAY REACCION ......ooovoeoeeoeeeeee e 2.22

Donde el inhibidor, | se une, reversiblemente a la enzima estando en
equilibrio y el complejo El, es cataliticamente inactivo. Por consiguiente, un
inhibidor competitivo actia reduciendo la concentracion de enzima libre disponible

para la fijacion del sustrato.
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La ecuacion 2.23 representa este tipo de inhibicidn, esta es la ecuacion de

Michaelis-Menten con k, modulada por «, que es funcién de la concentracion de

inhibidor, ecuacion 2.24. El valor de [S] a r, = r“"zax , es decir, el valor de k" es
igual a ok, .
A 7 T 2.23
ak., +[S]
o= 1+m ........................................................................................ 2.24
I<I

Cuando no existe un inhibidor, el valor de « =1 y se obtiene la ecuacion de
Michaelis.-Menten, ecuacién 2.16.

e Inhibicidon Incompetitiva

En este tipo de inhibicidn, el inhibidor se fija directamente al complejo enzima-
sustrato, pero no a la enzima libre. El mecanismo de reaccion de este tipo de

inhibicién se muestra en las reacciones 2.25y 2.26.

E+S¢>ESL>P+E .................................................................... 2.25
ES+1="2ESl —>NO HAY REACCION .......coooviieoeeeeeeee oo, 2.26

La etapa de fijacion del inhibidor, ecuacion 2.26, se encuentra en equilibrio,
y se considera que la fijacion del inhibidor incompetitivo, que no necesita
parecerse al sustrato, produce una distorsion estructural del sitio activo
inactivando a la enzima. El inhibidor competitivo afecta la funcidn catalitica de la
enzima pero no la fijacion del sustrato. La ecuacion 2.27 es la ecuacion de

Michaelis-Menten para la inhibicion incompetitiva.

rMax [S]

L = e e e e e, 2.27
k,+c[S]
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Donde el valor de o es funciéon de la concentracion de inhibidor, ecuacién 2.28.

e Inhibicién Mixta

Este tipo de inhibicion ocurre si la enzima asi como el complejo enzima
sustrato fijan inhibidor, las ecuacion 2.29, 2.30 y 2.31 muestran el mecanismo de
reaccion de la inhibicién mixta.

E+S¢>ESL>P+E .................................................................... 2.29

T Bl oo, 2.30
ES o2 ESl oo, 2.31

Las dos etapas de fijacién del inhibidor, ecuaciones 2.30 y 2.31 se
encuentran en equilibrio. La ecuacion 2.32 es la ecuacion de Michaelis-Menten
para la inhibicion mixta, donde el valor de « y o« se definen en las ecuaciones
2.24y 2.28 respectivamente.

rMax [S]

e M e, 2.32
ak., +o'[S]

La tabla 2.6 muestra el efecto de los inhibidores sobre los parametros de la
ecuacion de Michaelis-Menten.
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Tabla 2.6 Efecto de los inhi
2006).

bidores sobre la ecuacion de Michaelis-Menten, (Voet,

Tipo de Inhibicion Fvax | Pa"ENte Ky, AAParente
Ninguna Fmax Km
Competitiva I'max akm
Incomptetiva Mmax/Q” Km/a’
Mixta Mmax/Q” akn/a’

Las ecuaciones de Michaelis-Menten de los tres tipos de inhibicion, 2.23,

2.27 y 2.32 se pueden linealizar de la misma forma que la ecuacion 2.17 para

representar los datos experimentales en un plano. Las figuras 2.9, 2.10 y 2.11

muestran los tipos de inhibicién al representar los datos experimentales en un

plano.
6 -+
a=2
a=1 (sin inhibidor)
&
S /Thax
=1
S~
L]
:,I,./I..O...:..:..:
0.050, i 0.000 0.050 0.100 0.150
Ay Uoky, 2
m m 1/S [L/mg]

Figura 2.9 Inhibiciébn competitiva
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1/ u [dia]

1/ u [dia]

a’=2
4 «’=1 (sin inhibidor)
M=K/ vax
A o' /My
—f— 7 0 | | |
0.050;, r 0.000 0.050 0.100 0.150
, 2 -+
-k -1k, 1/S [L/mg]
Figura 2.10 Inhibicién incompetitiva.
T a=2
a'=15 a=1.5
a'=1.25
4 L
a’=1 =a(sin inhibidor)
2 -
/ """" a'/r,\,,ax m:km/rMax
0.050 ! 0.000 0.050 0.100 0.150
Ay § |
o Jok 1/8 [L/mg]

Figura 2.11 Inhibicién mixta
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2.7. Cinética de crecimiento microbiano

Para el estudio de la cinética del crecimiento de microorganismos que crecen

aislados, generalmente se utiliza la ecuacién de Monod.

Si la concentracion del sustrato es variada, la rapidez especifica de
crecimiento de los microorganismos se comporta de la misma forma que la
ecuacion de rapidez para una reaccion catalizada por una enzima con un solo
sustrato, propuesta por Michelis-Menten, figura 2.5. En el eje de las abscisas se
encontraria la concentracion del sustrato y en el eje de las ordenadas la rapidez
especifica de crecimiento.

Monod en el afio de 1942, propuso una ecuacion que relaciona la rapidez de

crecimiento u y la concentracion de un componente esencial para el crecimiento

de los microorganismos S. La ecuacion propuesta por Monod es:

;uMaxSi
T o Lttt it ettt eanetstraetsartaananseasansennnnsersnnssssanserssnneessnnnsesannresenssnnnne 2.33
ks,

donde u,,, es la rapidez especifica de crecimiento maxima expresada en h™, k
es un coeficiente de saturacion caracteristico de cada microorganismo, es aquel
valor igual a la concentracién de S cuando u =g, /2 y S, es la concentracion del

sustrato.

La ecuacién 2.34 modela el crecimiento de la biomasa al consumirse el
sustrato, donde v es un coeficiente de crecimiento celular, y es diferente para cada
microorganismo, el cual estq definido como la relacion de la masa de células

formadas, x, en comparacioén al sustrato consumido, ecuacion 2.35.

K S 2.34

dt dt

Y= e T e 2.35
S0 _SMax
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Cuando se tiene la méxima cantidad de microorganismos, se puede
suponer que se ha terminado el sustrato, por lo que S,,, =0, y por lo tanto la

ecuacion 2.35 quedaria de la siguiente forma:

X = Y0 T K0 ettt et e e ettt oo ettt et et e e e e e e 2.36
El crecimiento microbiano, es descrito por:

= X KX et s 2.37

at H d

donde el primer término corresponde al crecimiento de los microorganismo, es

decir a la fase de crecimiento exponencial, mientras que el segundo término
corresponde a la fase endogena, K, que es la rapidez especifica de muerte, para

este caso en especifico se tomara en cuenta la fase de crecimiento exponencial.

Por lo tanto se tiene para este caso:

o _

o = K s 2.38

Sustituyendo la ecuacién 2.38 en la ecuacion 2.34 y despejando la variacion
del sustrato en el tiempo se obtiene:

kv Yﬂ .............................................................................................. .

despejando la rapidez especifica de crecimiento ude la ecuacién 2.39 se obtiene:
&)
L = o e e e aaaaa e e e et 2.40
X
Con los valores obtenidos, y linealizando la ecuacién de Monod, al graficar

]/S contra ]/,u, con los valores de la pendiente y la ordenada al origen se pueden

obtener los parametros cinéticos del crecimiento microbiano, K y 1., -
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2.8. Teoria de la biopelicula de microorganismos

Los principales objetivos del tratamiento biolégico de aguas residuales son
transformar los componentes disueltos o particulas biodegradables en productos
finales menos complejos o incluso la mineralizacion de ellos, capturar o incorporar
sélidos coloidales suspendidos o no sedimentables en un fléculo o en una
biopelicula y, en algunos casos, remover trazas de compuestos organicos (Metcalf
& Eddy 2004).

Cualquier superficie en contacto con un medio nutriente que contenga
microorganismos desarrollara una capa biolégicamente activa. Cuando la capa de
agua residual fluye sobre el medio de empaque cubierto de la biopelicula, el
oxigeno y los otros nutrientes se consumen segun se difunden dentro de la
biopelicula. Dentro de esta el sustrato se transporta por difusion dentro de los
conglomerados celulares, sin embargo, también existen poros y canales llenos de

liquido donde el transporte de masa se lleva a cabo por conveccion y .difusion.

Una biopelicula estd formada por pequefios conglomerados celulares
sumergidos en una red de polimeros producidos por las mismas células. El
carbono que forma estos polimeros extracelulares representa entre el 50 y el 90 %
del carbono total en una biopelicula, Gonzélez y Lépez, (2008).

Los microorganismos presentes en la biopelicula crecen y segln se engruesa
la biopelicula, las regiones cercanas a la superficie solida de soporte se vuelven
anaerobias. Esta condicion anaerobia es una de las causas del inicio del
desprendimiento ya que esta capa al transcurrir el tiempo padece hambre, muere,
se disuelve y se separa de la superficie del soporte. La figura 2.12 muestra la
formacion de la biopelicula en un soporte permeable.
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Figura 2.12 Crecimiento de la biopelicula, parte aerobia y anaerobia.

La eficiencia de la purificacién de la proporcion aerdbica de la biopelicula se
reducird segun los productos metabdlicos de las regiones anaerdbicas de la
biopelicula, estos productos (alcoholes, aldehidos y acidos) pueden entonces
inhibir la toma de nutrientes de la capa liquida por los organismos aerébicos.

La eficiencia de purificacion de la biopelicula alcanza un maximo cuando
hay una delgada biopelicula completamente aerdbica, y la eficiencia puede bajar
ligeramente segun aumente el espesor de la biopelicula y las regiones mas

profundas se vuelvan inactivas o anaerobicas, Winkler, M. A. (1986).

El espesor de la biopelicula y la profundidad de la capa activa estaran
afectados por la carga de nutrientes del sistema y la actividad metabdlica de los
organismos presentes. El crecimiento de la biopelicula se lleva a cabo en etapas,
Characklis y Marshal (1990), describieron de manera general la formacién de la
pelicula biolégica como resultado de la interaccion entre una serie de procesos
fisicos, quimicos y biolégicos los cuales son:
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e Colonizacion o Induccién: Los microorganismo comienzan a adherirse
sobre la superficie inerte; la adhesion puede darse por secrecién de
polimeros o por fijacién con flagelos.

e Adherencia: Una vez que algunos organismos logran adherirse a la
superficie, se inicia el desarrollo de las primeras capas de bacterias que

garanticen su adherencia y de las generaciones siguientes.

e Oportunismo: Es un proceso que, conforme transcurre el tiempo, un mayor
namero de especies tienen oportunidad de utilizar la biopelicula como

medio de vida.

e Estabilizacién: Esta fase se lleva a cabo cuando se ha alcanzado un
equilibrio entre todas las especies presentes. Los nutrientes y el oxigeno

penetran completamente la biopelicula.

e Desprendimiento: Conforme aumenta el grosor de la biopelicula empieza a
haber una deficiente difusion de nutrientes y oxigeno hasta llegar al punto
en que los microorganismos facultativos cambian su metabolismo
consumiendo sus reservas, lo que provoca un desprendimiento de la

biopelicula.

2.9. Reactores de biomasa adherida a un soporte

Los sistemas de peliculas adheridas se pueden considerar de dos tipos:
sistemas estacionarios o de medio fijo y sistemas de medio en movimiento. En
ambos tipos de sistemas el agua residual se mueve en relacion con la pelicula de
lama microbiana y el soporte sélido al que esta adherida. La superficie mojada del
medio de soporte desarrolla una biopelicula donde el oxigeno se disuelve en la
superficie de la capa del liqguido en movimiento y es transferido a través de la capa
liquida a la biopelicula.
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Los soportes usados en estos sistemas estan disefiados de manera que
presenten un area de contacto muy grande entre la capa del liquido y el aire
aumentando la absorcién del oxigeno por la capa liquida y presentando de manera
similar una gran area de contacto entre el liquido y la biopelicula aumentando la

transferencia de nutrientes y oxigeno a los microorganismos.

Los sistemas de biomasa representan una muy buena alternativa para la
remocién de contaminantes en comparacion de los lodos activados. Las
principales ventajas de la biopelicula incluyen cargas volumétricas altas, rapidez
especifica de remocién alta e incrementa la estabilidad del proceso, ademas de
reactores mas compactos y con una mayor densidad de biomasa (Kaballo, 1997).

2.10. Disefio de experimentos

La experimentacién es una técnica utilizada para encontrar el comportamiento
de una variable a partir de diferentes combinaciones de factores o variables de
entrada de un proceso, que al cambiar afectan la respuesta. El disefio de
experimentos, busca la manipulacién sistematica de las variables de entrada de un
proceso para entender el efecto que estas pueden causar en la variable respuesta.
Este se lleva a cabo para efectuar la investigacion lo mas eficiente posible, ahorrar
tiempo, personal, dinero y material experimental ya que proporciona la maxima

cantidad de informacién al minimo costo.

El disefio de experimentos consiste en determinar cuales pruebas se deben
realizar y de qué manera, para obtener datos, que al ser analizados
estadisticamente, proporcionen evidencias objetivas que permitan responder las
interrogantes planteadas y, de esa manera, clarificar los aspectos inciertos de un

proceso, o lograr alguna mejora en este.
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El disefio factorial completo 2* describe los experimentos mas adecuados para
conocer simultaneamente qué efecto tienen k factores sobre una respuesta y
descubrir si interaccionan entre ellos. Estos experimentos estan planeados de
forma que se varian simultdneamente varios factores pero se evita que se
cambien siempre en la misma direccion. Al no haber factores correlacionados se
evitan experimentos redundantes. Ademas, los experimentos se complementan de
tal modo que la informacion buscada se obtiene combinando las respuestas de

todos ellos.

Un disefio compuesto central permite un nivel de prueba intermedio que se le
conoce como punto central. Existen dos razones para correr el punto central con
cierto namero de réplicas: Obtener grados de libertad adicionales para el error en
la tabla del ANOVA, lo cual permite una mejor estimacién del error y permite
detectar una posible curvatura en alguno de los factores objeto de estudio,
(Garcia, G. S, 2008).

En el disefio factorial 2° se tienen 3 factores y cada uno se evalta en dos
niveles (1, -1). Un disefio experimental de esta naturaleza requiere de 23=2x2x2=8
tratamientos pero debido a que es un disefio compuesto central, en total se
realizan 16 experimentos. La representacion geométrica de un disefio
experimental 2° se muestra en la figura 2.13, donde la regién experimental es un

cubo centrado en el origen (0,0,0) y los vértices del cubo son los 8 experimentos.

Las variables que se estudiaron en el disefio de experimentos establecido
fueron la cantidad de nutrientes, el flujo de aire suministrado y la concentracién de

fenol en la entrada del reactor.

54



':'11 -1, 1]

':11 '11 1]

['11 -1, '1]

tlr -1, '1]

Figura 2.13 Representacién geométrica de un disefio experimental 2°.

(1,1,1)

tlr 1, '1]

['11 1, 1]

I-IJ 11 '1]

55



CAPITULO 3

3. METODOLOGIA

En este capitulo se presenta la metodologia experimental desarrollada en este
trabajo de tesis, se describen las diferentes técnicas empleadas para la

caracterizacion del agua sintética asi como el disefio experimental establecido.

Una descripcion mas amplia sobre la metodologia de las técnicas utilizadas se

describe en los anexos.

La metodologia experimental consta de la eleccion del soporte, posteriormente
se hicieron pruebas en el reactor biolégico de lecho fijo, se operd a dos flujos de
alimentacion diferentes, después se llevé a cabo un disefio de experimentos para
determinar las mejores condiciones de operacién del reactor para remover la
mayor cantidad de contaminante y finalmente se cuantificé la biomasa adherida al

soporte.

A continuacion se llevé a cabo, una cinética de la degradacion del fenol para

100 mg/L, 300 mg/L y 500 mg/L de fenol respectivamente.

A la par de este trabajo de tesis se cuidé de un reactor biolégico por lotes con
biomasa suspendida, alimentandolo a 2 diferentes concentraciones de fenol.

3.1. Técnicas analiticas realizadas

Los pardmetros que se monitorearon durante la experimentacién fueron:
demanda quimica de oxigeno (DQO), carbén organico disuelto (COD), fenoles
totales, solidos suspendidos totales (SST), solidos suspendidos volatiles (SSV),
pH y turbidez.

Para la evaluacién de los parametros antes mencionados se recurrié al empleo

de las normas técnicas mexicanas vigentes y algunos métodos estandar que son
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analogos a los US Standar Methods, en la tabla 3.1 se indican las pruebas y
métodos empleados, asi como los equipos utilizados.

Tabla 3.1 Tabla Técnicas, normas, procedimientos analogos y equipos utilizados

durante la experimentacion.

o Procedimiento .
Prueba Técnica analogo Equipo
-Thermo Spectronic
Determinacion de | NMX-AA-030- Standard Genesys 20
DQO SCFI-2001 Methods 5220D | -|nternational Centrifuge
model H
Determinacion de | NMX-AA-050- Standard -Cary 50 U-V visible
fenoles totales SCFI-2001 Methods 5530 | Spectrophotometer
Determinacion de | NMX-AA-038- Standard -Turbidimetro Hanna
turbiedad SCFI-2001 Methods 2130B | Instruments
S Standard .
Determinacion de | NMX-AA-008- Methods 4500- -Electrodo Orion modelo
Ph SCFI-2001 H'B 5258

Demanda quimica de oxigeno (DQO): Este parametro se determin6 con base a

la norma NMX-AA-030-SCFI-2001. Mediante esta prueba casi todas las sustancias
organicas se oxidan completamente, con la excepcién de ciertos compuestos
aromaticos como la piridina, benceno y tolueno. El valor de la DQO nos indica el
contenido organico total de un residuo, sea 0 no biodegradable. Esta prueba esta

Sujeta a la interferencia por los cloruros.

Carbono _orgéanico disuelto (COD): Con esta prueba se determina la materia

organica en un residuo. El principio de funcionamiento de este método, es la
oxidacion de muestras liquidas a 680 °C en presencia de un catalizador,
obteniéndose como productos agua y CO,, ElI CO; producido por la oxidacién del
carbén organico presente, es detectado mediante un analizador infrarrojo. El
carbono inorganico como los carbonatos, se pueden o bien eliminar antes de la
oxidaciéon o medirlos por separado a 150 °C acidificando la muestra y luego
restaros del resultado total. Se utiliz6 el equipo TOC-Vscy Total Organic Carbén

analyzer, marca Shimadzu.
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Fenoles totales: Se utilizé6 un método espectrofotométrico con base a la norma

NMX-AA-050-SCFI-2001. Los compuestos fendlicos reaccionan con 4-
aminoantipirina a un pH de 10 en presencia de ferrocianuro de potasio, formando
compuestos de un color amarillo intenso a rojo. La absorbancia del complejo
formado es leida directamente a una longitud de onda de 510 nm. La absorbancia
de este producto coloreado es proporcional a la concentracion de fenoles
presentes en la muestra. La 4-aminoantipirina reacciona con los compuestos
fendlicos sustituidos en posicién “orto” y “meta”, pero no asi en posiciéon “para” de
los grupos alquilo, arilo, benzoilo, nitro, nitrosos y aldehido. Estos compuestos
fendlicos reaccionan de manera diferente frente a la 4-amino-antipirina dando

coloraciones no directamente proporcionales a la que se obtiene con fenol.

Sdlidos suspendidos totales y volatiles: Esta prueba se desarroll6 con base a la

norma NMX-AA-034-SCFI-2001. Los SST lo constituyen las particulas inorganicas
(arcilla, arena, suelos) y organicas (fibras de plantas, células de algas, bacterias,
microorganismos, etc.), de acuerdo a esto se utiliz6 esta técnica para poder
cuantificar el crecimiento microbiano en el reactor expresada como SSV, Scragg,
2004. Se utilizé un horno para alcanzar una temperatura de 105 °C y una mufla
para temperaturas de 550 °C.

3.2.Eleccién de soporte

Para la eleccién del soporte, se probd con un repuesto de rodillo para pintar
fabricado de nylon y poliester, esponjas para lavar trastes y un pafio de cocina
para secar fabricado de rayén y poliestireno.

En los lodos de un reactor por lotes, previamente adaptados al fenol en el
laboratorio (Torres, 2009) provenientes de la planta de tratamientos de aguas de
C.U., se sumergieron los soportes seleccionados para su inoculacion y se observé

gue los microorganismos se adhirieran a éste.
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Se us6 un medio nutritivo para suplementar la base mineral que requieren los
microorganismos para su crecimiento. Para proveer los iones necesarios para el
buen funcionamiento de las células, la base mineral contiene un buffer de fosfatos
para reducir las fluctuaciones de pH durante el ciclo de crecimiento. Las
soluciones nutritivas utilizadas asi como la composicién de estas se muestran en
la tabla 3.2, donde se adicionaron 10 mL de la solucion A, 1 mL de la soluciones

B, Cy D por litro, por cada litro de alimentacion al reactor (Torres, 2009).

Tabla 3.2 Composicion de las soluciones nutritivas afiadidas a los reactores.

Solucién A Formula Concentracion [g/L]

Fosfato monobasico de potasio KH,PO,4 0.850

Fosfato dibasico de potasio KoHPO, 2.175

Fosfato dibésico de sodio Na,HPO,*H,0 3.340

Cloruro de amonio NH,4CI 0.050
Solucién B Formula Concentracion [g/L]

Cloruro de calcio CacCl, 0.275
Solucién C Formula Concentracion [g/L]

Sulfato de magnesio MgSO4*7H,0 0.225
Solucién D Formula Concentracion [g/L]

Cloruro férrico FeCl3*6H,0 0.003

3.3.Pruebas en el reactor biolégico de lecho fijo

Una vez elegido el soporte con mejor adherencia por parte de los
microorganismos, se montd el reactor y se probd el soporte a dos flujos de
alimentacién para conocer si se obtenian buenas remociones del contaminante.
Una vez comprobado esto y tomando en cuenta las variables que afectaban al
sistema (cantidad de nutrientes, cantidad de aire suministrado por la bomba y
concentracion de contaminante) se decidio realizar un disefio experimental. Al

finalizar los experimentos se cuantifico la cantidad de biomasa adherida al soporte.
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3.3.1. Operacidn del reactor biolégico de lecho fijo a dos flujos

Con el soporte elegido, se mont6 el reactor biolégico de lecho fijo, y se
inoculé por 2 dias con los lodos del reactor por lotes, se trabajdo a una
concentracion fija de contaminante (100 mg/L de fenol) y a dos diferentes flujos de
alimentacién, 0.64 y 151 mL/min, a un flujo constante de aire de
aproximadamente 0.99 L/min (flujo maximo suministrado por la bomba de aire), y
con una concentracion fija de cada solucion nutritiva, posteriormente se hicieron
pruebas de fenoles totales, DQO y COD en el efluente e influente del reactor, pH
dentro del reactor y turbidez en el efluente.

Para la alimentacion al reactor se utiliz6 agua sintética con fenol y la
cantidad de nutrientes necesarios. EIl soporte elegido se corté en rectangulos y
fue colocado en forma de un cono invertido, el soporte fue amarrado en la parte

inferior del reactor. El area del soporte fue de 1504.8 cm?.

El reactor utilizado para las pruebas y colocacién del soporte fue de acrilico
con una altura de 24 cm y un radio interno de 3.5 cm, el volumen ocupado por el

agua sintética fue de 0.9 L.

El aire se suministré por la parte inferior del reactor, para lo cual se utilizd
una bomba de aire, ELITE OPTIMA (empleada para acuarios). Se colocaron dos
difusores de piedra con la finalidad de tener burbujas de aire pequefias y mejorar

la transferencia de oxigeno.

A la salida del reactor se colocé un recipiente en el cual se podia recolectar
el efluente ya tratado y posteriormente poder realizar las técnicas
correspondientes de fenoles, DQO y COD. La figura 3.1 muestra una imagen del
reactor bioldgico de lecho fijo utilizado durante la experimentacion.
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Figura 3.1 Reactor biolégico de lecho fijo.

3.3.2. Disefio de experimentos

Las pruebas experimentales se realizaron siguiendo un disefio de
experimentos llamado, disefio compuesto central 2° con repeticiones al centro y a
través de una superficie de respuesta se obtuvieron las mejores condiciones de
remocion de fenol y disminucion de DQO y COD, asi como la menor cantidad de
lodos producidos, SSV.

En el disefio de experimentos se vario la cantidad de aire suministrado por

la bomba, la concentracion de fenol y la concentracion de nutrientes.
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Para cada experimento se realizaron analisis de fenoles totales, DQO y
COD a la salida y entrada del reactor, asi como el pH dentro de éste. Debido a la
configuracion del reactor, no se pudo medir la turbidez en la salida, ya que se notd
gue gran parte de los lodos se sedimentaban y la medicion de esta turbidez seria

errénea.

Las variables dependientes e independientes consideradas para el
experimento son las siguientes:
e Variable independiente (factor): Concentracion de fenol, cantidad de
nutrientes y flujo de aire.
¢ Variable dependiente (factores): COD, DQO, fenoles, SSV.

En la tabla 3.3 se muestran los 16 experimentos establecidos, para esto se
utilizé el programa estadistico Statgraphics®.

Tabla 3.3 Disefio compuesto central 2° para el reactor bioldgico de lecho fijo.

# Exp. Ckenol Nutrientes | Flujo Aire Soluciones Nutritivas
[mg/L] X 100 [L/min] | A [mL] B [mL] C [mL]
1 100 1.00 0.999 5.0 0.50 0.50
2 100 0.10 0.999 0.5 0.05 0.05
3 100 0.10 0.577 0.5 0.05 0.05
4 100 1.00 0.577 5.0 0.50 0.50
5 300 1.31 0.788 6.5 0.65 0.65
6 300 0.55 1.143 2.8 0.28 0.28
7 300 0.55 0.788 2.8 0.28 0.28
8 300 0.55 0.788 2.8 0.28 0.28
9 300 0.55 0.433 2.8 0.28 0.28
10 500 1.00 0.577 5.0 0.50 0.50
11 500 1.00 0.999 5.0 0.50 0.50
12 500 0.10 0.999 0.5 0.05 0.05
13 500 0.10 0.577 0.5 0.05 0.05
14 636 0.55 0.788 2.8 0.28 0.28
15 300 0.00 0.788 0.0 0.00 0.00
16 0 0.55 0.788 2.8 0.28 0.28
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Para esta parte experimental, la cantidad de nutrientes se redujo a la mitad,
donde los valores de 1.00, 0.55 y 0.10 de nutrientes corresponden a los mL de
cada solucion mostrados en la tabla 3.4.

Tabla 3.4 Cantidad de nutrientes afiadida al reactor.

Nutrientes x 100 1 0.55 0.1
mL solucion A 5.0 2.75 0.50
mL solucion B 0.5 0.28 0.05
mL solucion C 0.5 0.28 0.05
mL solucion D 0.5 0.28 0.05

Para los experimentos 6 y 9, se manejo el flujp maximo y minimo de aire
proporcionados por la bomba. Para la realizacion de los 16 experimentos, se inicié
con las concentraciones de 100 mg/L, posteriormente con las de 300 mg/L y
finalmente las de 500 mg/L, en la tabla 3.3 se encuentra el orden en el que se

llevaron a cabo los experimentos.

Posteriormente con los datos obtenidos del diseifio de experimentos, se
generd una superficie de respuesta, donde se representa el comportamiento

promedio en cada sitio de la region experimental.

3.3.3. Cuantificacién de la biomasa adherida al soporte

Para la cuantificacién de la biomasa adherida al soporte, al finalizar los 16
experimentos, se retird6 un segmento del pafio de raydn-poliestireno usado como
soporte y se lavo cuidadosamente con agua destilada para quitar la biopelicula
formada en este, estos lodos se contuvieron en un recipiente y se lavo el soporte

hasta que ya no se notaran mas lodos en este.

Posteriormente se realizo la técnica de SST y SSV con los lodos obtenidos
del soporte para poder determinar la cantidad de biomasa adherida (SSV).
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Teniendo en cuenta la cantidad de soporte dentro del reactor, se pudo obtener
una cantidad aproximada de biomasa adherida al soporte en todo el reactor.

3.4.Cinética de degradacion del fenol en un reactor por lotes

Se realiz6 la degradacién del fenol a 100 mg/L, 300 mg/L y 500 mg/L de fenol,
y un blanco; para cada experimento se usd la misma cantidad de biomasa
adherida al soporte, es decir, se cuidé que en cada recipiente se tuviera la misma
cantidad de lodos (2694 mg/L de SSV), se us6 un difusor de aire en cada uno, el
maximo flujo de aire suministrado por la bomba y una barra magnética con una
parrilla de agitacion para un buen mezclado. Al blanco no se le agrego fenol, se
uso la misma cantidad de lodos y solo se instalo la aireacion y la agitacion.

Se agrego la cantidad de fenol correspondiente para tener concentraciones de
100 mg/L, 300 mg/L y 500 mg/L en cada recipiente. Para la determinacién de
COD, DQO, fenoles totales, SST y SSV asi como un barrido de la muestra se

tomaron 60 mL de cada reactor al tiempo de inicio y posteriormente cada hora.

Mkandawire, Forster, Fiedler, Botcher y Pompe, 2009, verificaron mediante un
espectrofotometro la biodegradacién del fenol, basados en la absorbancia en la
region del espectro ultravioleta, por lo que cada muestra que se tomd, fue filtrada y
analizada en el espectrofotometro haciendo un barrido en la region UV-visible
encontrando un pico a una longitud de onda de 269nm de, este valor corresponde
a los valores en la literatura encontrados para el fenol, alrededor de 235-275 nm.

3.5.Mantenimiento del reactor biolégico por lotes

Los microorganismos del reactor por lotes para realizar los objetivos
establecidos para este trabajo de investigacion ya habian sido aclimatados en
meses anteriores al fenol. Para vigilar este reactor se realizaron diariamente
pruebas de DQO, COD y fenoles totales y la turbidez se midié solamente durante
el periodo de julio a noviembre del 2009. Los SST y SSV solo se midieron durante
el segundo periodo de febrero a abril del 2010.
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Para este reactor los nutrientes se agregaron cada 15 dias y consistian en 5
mL de la solucién A, 0.5 mL de las soluciones B, C y D. El reactor consiste en un
prisma rectangular con capacidad de 31 L, a este reactor se le agregaron 5 g de
fenol durante el tiempo de julio a noviembre del 2009 por dia, teniendo una
concentracion inicial 160 mg/L de fenol. Desde febrero a abril del 2010 se le
agregaron 10 g de fenol cada dia, obteniendo una concentracién inicial de 320

mg/L de fenol.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se muestran los resultados obtenidos en la parte experimental
de este trabajo de tesis. Se analizaron los resultados conseguidos de remocién de
fenol, disminucién de DQO y COD y los SSV desprendidos del reactor bioldgico de
lecho fijo y del reactor por lotes, asi como la cinética de degradacién de fenol.

4.1.Seleccién del soporte

e Soporte: Esponja para lavar trastes

Este soporte seleccionado tenia dos superficies, por un lado una esponja y por
el otro lado una fibra de cocina para lavar trastes, el soporte se introdujo en el
reactor por lotes durante 1 semana, pero se notd que no existia adherencia por
parte de los microorganismos y se dejo sumergido una semana mas, después de
este tiempo se retir0 el material y nuevamente no se observdé una buena
adherencia por parte de los microorganismos al soporte, al sacar del reactor
practicamente la esponja estaba limpia, mientras que por la parte de la fibra se
notaba una leve adherencia, uno de los inconvenientes encontrados al usar este
tipo de material es que la esponja flotaba y por lo mismo la parte de la fibra, no se
encontraba sumergida del todo en el reactor.

e Soporte: Rodillo para pintar fabricado de nylon y poliéster

El rodillo estuvo sumergido por un periodo de una semana dentro del reactor
por lotes, inmediatamente se observé que los microorganismos se adherian al
rodillo pero se percat6 que aunque disminuia la concentracion de fenol, no
estaban removiendo totalmente el fenol como en dias anteriores, el reactor por

lotes se desestabilizo.

En el grafico 4.1 se observa el periodo de desestabilizacién. A este reactor se
le agregaban 5 g de fenol por dia teniendo una concentracién inicial de 160 mg/L
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de fenol y durante los primeros 21 dias degradé casi todo el fenol, mientras que en

la cuarta semana las concentraciones de fenol fueron mayores a 10 mg/L .

Después de retirar el repuesto el rodillo, se disminuy6 la cantidad de fenol
agregada por dia a 2.5 g para que el sistema nuevamente volviera a degradar.

El que no se tuviera una mayor remocién de fenol al utilizar el rodillo para
pintar como soporte, se puede atribuir a diferentes factores uno de ellos puede ser
gue la mayoria de los microorganismos se fijaron en el interior del rodillo, el
espesor de este rodillo era de aproximadamente de 3 cm y esto evitd que el
oxigeno pudiera llegar a todos ellos, teniendo una baja remocién de fenol por la
ausencia de oxigeno. Otro factor es que pudo haber aumentado la temperatura
ambiente provocando un incremento en la actividad metabdlica de los
microorganismos, aunque por otro lado también causa la disminucion en la

solubilidad del oxigeno en el agua lo cual afecta a la remocion del contaminante.
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Gréfico 4.1 Desestabilizacion del reactor por lotes al probar un repuesto de rodillo
para pintar como soporte.
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e Soporte: Pafio de cocina para secar fabricado de rayén y poliestireno

El pafio de cocina utilizado de rayon y poliestireno (segun leyenda en la
envoltura), se cortd una tira de este material y se introdujo dentro del reactor por
lotes por un periodo de 4 dias; al retirar el pafio después de este tiempo se
percato que éste tenia una buena adherencia de los microorganismos por lo que

se decidio trabajar con este soporte para montar el reactor biol6gico de lecho fijo.

4.2.Pruebas en el reactor biolégico de lecho fijo (RBLF)

Para utilizar el pafio de cocina como soporte en el RBLF se procedi6 a cortar
en varios rectangulos de 36 cm de largo por 1.9 cm de ancho para posteriormente
colocarlos dentro del reactor. Una vez montado el reactor de lecho fijo, se inoculé
con los lodos del reactor por lotes por un periodo de dos dias.

4.2.1. Operacion del reactor bioldgico de lecho fijo a diferentes flujos

Una vez inoculado el reactor se procedio a realizar pruebas a dos diferentes
flujos de caudal de alimentacion, el primer flujo fue de 0.64 mL/min y el segundo

de 1.5 mL/min, con una concentracion de 100 mg/L de fenol.

El tiempo de retencion hidraulico 6, , la DQO promedio en la entrada del

reactor, la carga orgénica volumétrica, la turbidez y los SSV obtenidos en cada
prueba se muestran en la tabla 4.1.Es importante mencionar que los SSV fueron
medidos solo una vez en cada experimento y estos corresponden a los sélidos

desprendidos del soporte.

Se observa en la gréfica 4.2 que para el primer flujo, a través de las 2
semanas de operacion la cantidad de COD en el efluente disminuye, llegando a
notar que se estabiliza en la segunda semana de operacién. Al cambiar las
condiciones y aumentar el flujo (flujo 2), el COD en el fluente aumenta, debido a
que la carga organica volumétrica (COV) se incremento de 9 a 21 gDQO/m°h.
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Tabla

4.1 Condiciones de operacion del reactor de lecho fijo.

Pardmetro Flujo 1 Flujo 2
Cinfluente de FENoOL [MQ/L] 100 100
FlujOinfiuente [MI/min] 0.64 1.51
Brw [h] 23.3 9.9
COV [gDQO/m°h] 9.05 21.35
DQOnfiuente ProMEDIO [MgDQOI/L] 212.18 212.18
Turbidezgsyente [NTU] Menor a 3 Menor a 3
SSV [mgSSV/L] 86.67 93.37

En este periodo de tiempo se obtuvo una casi completa degradacién del

fenol al utilizar ambos flujos de agua sintética, lo anterior se puede observar en la

gréfica 4.2.
140 + Flujo=0.64 mL/min : Flujo=1.5 mL/min
° | o o
120 + @ o © © O [ R °
laa, A 4 |
T 100 A A . AA,A A ad
5 b
= 80 + i
xS '
= 1@ |
£ 60| ® !
3 :
c 1
S 40 & ¢ ° 5
20 + |
0O+ A dddd —Adddd i Adddd ——Addd—
0 7 14 21 28

Tiempo [dias]

Fenol efluente A Fenol Efluente A Fenol Influente

® COD Influente ® COD efluente COD Efluente

Gréfico 4. 2 Disminucion de COD y fenol a ambos flujos de operacion.
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En cuanto a la remocion de DQO, en el gréfico 4.3 se observa que para el
primer flujo se lograron remociones superiores al 73% pero al incrementar el flujo
(segunda condicién) la carga organica volumétrica aumenta por lo que la remocién

de DQO disminuyé siendo mayor a un 40%.

Las disminuciones en la DQO fueron obtenidas en base a los resultados
obtenidos, estos se encuentran en el anexo 6.1 asi como el calculo de las

disminuciones de DQO.

La turbidez obtenida a la salida del reactor fue muy baja, siendo esta menor
a 3 NTU y el pH oscil6 de 6.8 a 7.5 durante el tiempo que se realizaron las
pruebas.

120 +

Flujo=0.64 mL/min Flujo=1.5 mL/min

100+ @ = 4

] ]
80 +
]

60 +

% Disminucion de DQO

20 +

0 7 14 21 28
Tiempo [dias]
Gréfico 4.3 Disminucion de DQO a ambos flujos de operacién
4.2.2. Disefio de experimentos

La bomba utilizada para suministrar el aire al reactor, maneja tres flujos de
aire, con base a la densidad y composicion del aire, se calculé el flujo molar de
oxigeno, estos datos se encuentran en la tabla 4.2.
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Tabla 4. 2 Flujo de aire suministrado por la bomba.

Flujo Minimo Flujo Medio Flujo Maximo Unidades
0.57 0.78 0.99 [L/min]
5.20 7.10 9.00 [mMmolOz/min]

Una molécula que se oxida es aquella que dona electrones, pero necesita
de otras moléculas que acepten electrones, es decir que se reduzcan, para
obtener la energia necesaria en el desarrollo celular. Durante la degradacion del
fenol, las bacterias con respiracion aerobia utilizan el O, como aceptor de

electrones.

Durante esta oxidacién del fenol, el modelo estequiométrico tedrico, que
muestra como a medida que se va degradando el fenol se consume el O, y se
produce CO; es:

CoHLOH +70, ——36C0, +3H,0 oo ese s eesee s 4.1

Estas moléculas de oxigeno utilizadas como aceptor de electrones en la
oxidacion del fenol, también son utilizadas en la activacién de las dioxigenasas

gue rompen metabdlicamente este compuesto.

La capacidad de remocién de un contaminante esta intimamente ligada con

la concentracion de oxigeno disuelto.

A mayor temperatura, menor es la concentracion del oxigeno disuelto, sin
embargo es mayor la cantidad de actividad biolégica, y por tanto, existe una mayor
demanda de oxigeno, lo que acrecienta el problema que provoca un contaminante;
otro factor que influye es la agitacién, ya que aumenta la transferencia y disolucién
del oxigeno y las posibilidades de mantener el agua a saturacion. El oxigeno
disuelto también disminuye al aumentar la salinidad, la altitud con respecto al nivel
del mar (disminuye un 7% cada 60m). En la Ciudad de México se tiene como
concentracion de saturacion del oxigeno 7.2 mg/L de a 20 °C, a nivel del mar es

de 9 mg/L. Estos valores son fijos si no hay un cambio en la temperatura o
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presién del sistema, por lo que aunque se le suministre mas oxigeno al reactor,
una vez alcanzada la saturacion del agua por el oxigeno, no se podra disolver mas

oxigeno en el agua, el oxigeno que no se disuelve sale del reactor.

Esta concentracion de oxigeno disuelto disminuye a medida que la materia
es descompuesta por las bacterias, si la rapidez con la cual se reduce el oxigeno
es mayor a la tasa de disolucion del oxigeno, la concentracion de éste baja,
pudiendo alcanzar condiciones anaerobias, y debido a que tenemos bacterias
aerobias esto afectaria la remocion del fenol, por lo cual es importante tener una
aireacion constante en el reactor para asegurar que siempre exista oxigeno

disuelto en el agua disponible para los microorganismos.

Los resultados obtenidos para los 16 experimentos se muestran en la tabla
4.3. Para todos los experimentos se obtuvo una remocion de fenol de mas del
94%, por lo que, el principal objetivo de degradar el fenol se cumple a cualquier
condicién dentro de este intervalo, ahora el interés se centra en disminuir la
cantidad de DQO y COD en el efluente de salida del reactor. La disminucion de
DQO es muy variable, se tienen disminuciones mayores al 76% para aquellos
casos donde la concentracién de fenol es de 300 mg/L y 500 mg/L, para la
disminucion de COD se obtiene un comportamiento similar, se obtiene una mayor
disminucién, mayores a un 83% para las concentraciones de 300 mg/L y 500 mg/L
de fenol.

Para los experimentos donde se manejé una concentracion inicial de 100
mg/L, a pesar de que se removié también la mayor parte de fenol, la disminucién
de DQO vari6 desde un 34% hasta un maximo de 72% mientras que la
disminucién de COD fue de un 60% a un 70% aproximadamente. Estos valores de
son mucho menores a los obtenidos a concentraciones altas de fenol, esto es

segun los resultados obtenidos durante la experimentacion.
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Tabla 4.3 Resultados de remocion obtenidos en el disefio experimental.

# Exp. Crenol . DQO . COD b Fenol ] SST SSV
[mg/L] |%Disminucion | %Disminucién | %Remocidn (mg/L] | [mg/L]
1 100 35.0 56.1 99.994 148 120
2 100 49.8 59.9 99.994 208 198
3 100 43.4 71.6 99.989 267 223
4 100 71.9 63.0 99.989 373 323
5 300 86.3 90.3 99.886 639 567
6 300 87.4 85.8 99.900 1144 1052
7 300 80.5 84.8 99.999 737 648
8 300 77.2 84.8 99.999 737 648
9 300 88.3 83.2 99.998 787 687
10 500 86.5 92.3 94.896 1430 1247
11 500 76.2 92.8 99.999 1077 900
12 500 82.8 91.6 99.999 1359 1223
13 500 84.1 91.4 99.998 1624 1505
14 636 85.8 89.5 99.998 941 886
15 300 85.8 83.7 99.771 964 909
16 0 0 0 99.000 532 487

El comportamiento encontrado para el COD y la DQO es debido a que a

concentraciones de 100 mg/L, el tiempo de retencion hidraulico del reactor, 6, es

muy grande, los microorganismos estan degradando esa cantidad de fenol en un
tiempo menor y debido a que el sustrato se termina antes, los microorganismos
entran en una fase endégena, por lo tanto los carbohidratos, aminoacidos y otros
componentes liberados debido, a la lisis celular son usados como nutrientes para
los microorganismos que aun viven, pero llega un momento en que los
microorganismos ya no pueden sobrevivir y muchos de ellos mueren. Esta lisis
celular contribuye al carbono organico disuelto y por ende a la demanda quimica
de oxigeno, por esta razén se decidio realizar la cinética de la degradaciéon del
fenol a 100, 300 y 500 mg/L de fenol.

La cantidad de SST y SSV desprendidos en el reactor, aumentaron
conforme se incrementd la concentracion de fenol y transcurria el tiempo. Esto se

debe a que la biopelicula se encuentra en constante renovacion, no fue posible
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medir el espesor de ésta en el transcurso de los experimentos, pero para un
optimo funcionamiento ésta no debe ser tan gruesa; segun Winkler se ha
demostrado que la remocién de sustrato por una biopelicula aumenta linealmente
con el incremento del espesor de esta biopelicula hasta un nivel maximo donde
permanece constante con aumentos adicionales del espesor de ésta, el espesor
gue proporciona maxima eficiencia ha sido citado como 0.25 mm, si la biopelicula
se engruesa demasiado se formara una parte anaerobia que originara su posterior

desprendimiento.

Este fenbmeno fue muy notorio a 300 mg/L y 500 mg/L ya que al existir mas
sustrato hay mas crecimiento de microorganismos, el espesor de la biopelicula
aumenta y llega un momento en que una parte se desprende para conservar un
espesor adecuado y puedan penetrar en la biopelicula los nutrientes y el oxigeno y
asi poder seguir degradando el reactor.

Una vez obtenidos los resultados de todos los experimentos, se empled el
paguete estadistico STATGRAPHICS®PLUS 5.1, para generar las superficies de

respuesta y encontrar las mejores condiciones de operacion del reactor.
e Anadlisis de resultados de la disminucion de la DQO

La ecuacion 4.2 se refiere a la remocion de DQO en funciéon de la
concentracion de fenol, cantidad de nutrientes agregada y flujo de aire, que ajusta
los datos a una superficie de respuesta es la siguiente:

%Ryq0 = 37.6176+0.307768C, +54.6705C, —76.6316F, —0.000384573C, % —0.0248333C..C,,

+0.0558319C, F, +7.76415C, > —68.7849C, F, +52.3726F,
............................................................................................................................... 4.2

Con esta ecuacién se evaluaron las condiciones de 0 a 500 mg/L de fenol
en intervalos de 50 mg/L, con 1 de nutrientes y 0.1 nutrientes a los tres flujos de

aire que maneja la bomba y se obtuvieron los siguientes resultados:
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Tabla 4.4 Resultados obtenidos con la ecuacién de remocién de DQO.

Flujo de Aire 0.57 [mL/min] 0.78 [mL/min] 0.99 [mL/min]
CrenoL Nutrientes x 100 Nutrientes x100 Nutrientes x100
mgiL] 1 | o1 1 | o1 1 [ o1

%Disminuciéon de DQO

0 34 12 18 10 7 12
50 48 28 33 26 23 29
100 61 42 47 41 37 44
150 72 54 58 54 49 58
200 81 65 68 64 59 69
250 88 73 76 73 68 78
300 94 79 81 80 74 86
350 97 83 85 85 78 91
400 98 86 87 88 81 95
450 98 86 87 89 82 97
500 95 85 85 88 80 96

Tal como se puede ver en la tabla 4.4, al flujo mas bajo de aire se favorece
la disminucion de DQO, al agregar la mayor cantidad de nutrientes pero solo se
alcanza a obtener un 95% de la disminucion de la DQO para la concentracion mas
alta de contaminante. Al aumentar el flujo de aire a concentraciones bajas de
contaminante, la disminucion de DQO se redujo comparado con el menor flujo de
aire, pero se favorece a concentraciones altas de contaminante en el caso del
maximo flujo. Para la mayor concentracion de fenol, 500 mg/L, es preferible tener
un flujo mayor de aire y la cantidad minima de nutrientes, ya que se mejora la

disminucién de la DQO hasta en un 16%.

La figura 4.1 muestra la superficie de respuesta obtenida para la
disminucion de DQO con el mayor flujo de aire, 0.99 mL/min. En esta figura se
puede observar que la remocién mas alta de DQO corresponde para este flujo, a
la concentracion mas alta de fenol, 500 mg/L y con la minima adicion de

nutrientes.
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Figura 4.1 Superficie de respuesta para la disminucién de DQO.

En la figura 4.2 se muestra los contornos de la superficie de respuesta para
un flujo de 0.99 mL/min de aire, en la cual, cada linea del contorno representa
combinaciones de cantidad de nutrientes y concentracion de fenol que dan un
valor seleccionado del % de disminucion de la DQO, es decir para obtener una
disminucién en la DQO del 90% la concentracion de fenol deberé oscilar entre 300
y 500 mg/L y entre 0 y 0.4 de nutrientes, si se agregan mas nutrientes la remocion

disminuira.

Figura 4. 2 Grafico de contorno de las superficies de respuesta estimada para el
% de disminucion de la DQO.
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e Andlisis de resultados de disminucién de COD

La ecuacién 4.3 muestra la remocion de COD en funcién de la concentracion
de fenol, cantidad de nutrientes agregada y flujo de aire, que ajusta los datos a
una superficie de respuesta es la siguiente:

%R.op = 85.8923+0.241659C, —40.8049C,, —109.62F, —0.000323471C_* +0.0201556C_C,,

+0.0570337C_F, +24.719C, > +6.76008C, F, +53.3314F,’
.............................................................................................................................. 4.3

Con la ecuacion 4.3, al igual que con el DQO se evaluaron diferentes
concentraciones de fenol, con los tres flujos de aire que maneja la bomba y con la
maxima cantidad de nutrientes, 1, y una minima cantidad 0.1 de nutrientes, los

resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.5.

Tabla 4.5 Resultados obtenidos con la ecuacién de remocion de COD.

Flujo de Aire 0.57 [mL/min] 0.78 [mL/min] 0.99 [mL/min]
CrenoL Nutrientes x 100 Nutrientes x 100 Nutrientes x 100
mgiL] 1 0.1 | 1- 0.1 1 0.1

%Disminucion de COD

0 28 37 22 29 20 26
50 42 50 36 43 35 41
100 54 61 49 55 49 53
150 65 71 61 65 61 64
200 74 79 70 74 71 74
250 82 86 78 81 80 81
300 88 91 85 87 87 87
350 92 94 90 91 92 92
400 94 96 93 93 96 95
450 95 96 94 94 98 96
500 95 94 94 93 99 96
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Se puede notar a concentraciones altas de fenol se tienen disminuciones de
COD mayores a un 93%. Para una concentracion de 500 mg/L de fenol, es
preferible manejar el mayor flujo de aire y agregar nutrientes, obteniéndose una
disminucion en el COD de hasta 99%

La superficie de respuesta de la disminucion del COD con el mayor flujo de
aire, 0.99 mL/min se muestra en la figura 4.3.

Figura 4.3 Superficie de respuesta para la disminucion de COD.

En la superficie de respuesta, se nota que se obtiene la maxima
disminucion del COD para la concentracion mas alta de fenol con la mayor

cantidad de nutrientes.

La figura 4.4 muestra los contornos de la superficie de respuesta de la
disminucién de COD para un flujo de aire de 0.99 mL/min, se puede ver que para
tener disminuciones mayores a un 90% se debe trabajar con concentraciones de

fenol mayores a 400 mg/L.
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Figura 4. 4 Grafico de contorno de las superficies de respuesta estimada para la
remocién de COD.

e Analisis de resultados de SSV

La ecuacion 4.4 modela los SSV desprendidos en funcion de la
concentracion de fenol, cantidad de nutrientes agregada y flujo de aire, que ajusta
los datos a una superficie de respuesta es la siguiente:

SSV =416.095+3.85658C,. +273.385C,, +1374.62F, —0.00110541C_* —0.837722C,.C,

~1.18662C,.F, +34.9647C, 2 —320.374C, F, +1156.24F,
.............................................................................................................................. 4.4

Con esta ecuacion, al igual que con el DQO y COD se evaluaron diferentes
concentraciones de fenol, con los tres flujos de aire que maneja la bomba y con la
maxima cantidad de nutrientes, 1, y una minima cantidad 0.1 de nutrientes, los

resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.6.
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Tabla 4.6 Resultados obtenidos con la ecuacién de SSV.

Flujo de Aire 0.57 [mL/min] 0.78 [mL/min] 0.99 [mL/min]
CrenoL Nutrientes Nutrientes % Nutrientes
ma/L] 1 0.1 1 0.1 1 0.1

SSV [mg/L]

0 134 20 110 56 184 189
50 248 172 211 195 273 316
100 357 318 307 329 357 438
150 460 458 397 457 435 554
200 557 594 482 580 508 664
250 649 723 562 697 575 769
300 735 847 635 808 637 868
350 816 966 704 914 693 962
400 891 1078 766 1015 744 1051
450 961 1186 824 1109 789 1133
500 1025 1288 875 1199 828 1211

Se puede ver que al disminuir los nutrientes aumenta la cantidad de sélidos

desprendidos en el reactor, debido a que estos nutrientes son necesarios para los
microorganismos. Al aumentar la concentracién de fenol es mayor la produccion
de microorganismos y por ende aumentan la cantidad de estos que se
desprenden. Pero comparando los resultados de los tres flujos de aire que maneja
la bomba, a concentraciones altas de fenol y al maximo flujo de aire es menor la
cantidad de SSV desprendidos que al minimo flujo de aire, y tomando en cuenta
gue las remociones de DQO y COD se favorecen con el mayor flujo de aire, la
superficie de respuesta modelada por la ecuacion de los SSV con el maximo flujo
de aire, 0.99 mL/min se representa en la figura 4.5.
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Como es de esperarse la cantidad de SST es mayor a la cantidad de SSV.
La ecuacion 4.5 modela el comportamiento de los SST en funcion de la

concentracion de fenol, nutrientes y flujo de aire.

SST =596.947 + 4.00575C . +298.374C,, —1757.64F, —0.0013915C_% —0.726306C .C,,
~0.989402C,. F, +16.6931C, 2 —333.61C, F, +1353.28F,

1500 ¢
1200F
900
600
300}

SSV [mg/L]

Concentracion de fenol
[mg/L]

Nutrientes x 100

Figura 4.5 Superficie de de respuesta para los SSV desprendidos en el reactor.

4.2.3. Cuantificacion de la biomasa adherida al soporte

El area de soporte a la que se cuantifico la biomasa adherida fue de 18.9
cm?, la cantidad de sélidos obtenidos en esta area de soporte es de 1.95 mg
SST/em?y 1.79 mg SSV/em?.

Debido a que en el reactor se encuentran 11 tiras de soporte con
dimensiones de 36 cm por 1.9 cm de ancho y tomando en cuenta las dos caras del
soporte, el reactor cuenta con un area de soporte de 1504.8 cm?. Teniendo un
total de 2943 mg de SST y una biomasa de 2694 mg de SSV.
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4.3.Cinética de degradacion del fenol

En la cinética de degradacién del fenol, los microorganismos utilizan el fenol
como fuente de carbono y energia para poder crecer y reproducirse. En el gréafico
4.4 se muestra la disminucion de la concentracion de fenol, y en el grafico 4.5 el
aumento de la biomasa, mientras se llevaba a cabo la degradacién del
contaminante.

Se encontré que para una concentracién de 100 mg/L el fenol se degradé
completamente en 2 horas, para 300 mg/L se llevd a cabo en 4 horas, y para 500
mg/L en 10 horas.

Los resultados obtenidos de la medicion de SSV se muestran en el grafico
4.5. Para cuantificar el crecimiento microbiano se determinan los SSV, con base a
esto se pueden ver las cuatro fases de las curva de crecimiento microbiano,
siendo la fase lag o de adaptacibn muy pequefia, debido a que los
microorganismos ya estaban adaptados al fenol. La transicion entre la fase

estacionaria y la fase enddgena se lleva a cabo en cuestién de una hora.

500
400
300
200

100 #;

Concentracion de fenol [mg/L]

t[h]
—4—300mg/L —m=-500mg/L 100mg/L

Gréafico 4.4 Disminucion de la concentracion del fenol.
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Grafico 4.5 Resultados de SSV.

Con los resultados obtenidos del gréafico 4.6, se pudo determinar la cantidad

maxima de células formadas al consumirse el sustrato, X,,, Y con la ecuacion 2.36

se obtuvo el valor del coeficiente de crecimiento celular Y  siendo este de 0.6821

mgSSV/mg fenol (grafico 4.6).

Xmax [MPssy/L]

3200
3150
3100
3050
3000
2950
2900
2850
2800

y=0.6821x +2825.1
R2=0.9911

0 100 200 300 400 500 600

S0 [mgFenollL]

Grafico 4.6 Coeficiente de crecimiento celular.
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Con el valor deYy la ecuacion 2.40 se lograron calcular los valores de la

rapidez especifica de crecimiento 2. Posteriormente se utilizé la ecuacion 2.41

para poder graficar los datos experimentales y obtener los coeficientes cinéticos,

esto se muestra en el grafico 4.7.

1/ u[dia]

7.0

6.0

w Eay o
o o o

n
o

1.0

0.0

y =103.6540x + 1.7019

R2=0.9452 y =63.5784x + 1.6881
R2=0.9825

y =34.7502x + 1.2970
R2=0.9901

0.000 0.020 0.040 0.060 0.080 0.100 0.120 0.140

1/S [L/mg]
100mg/L de fenol —¢— 500mg/L de fenol —@— 300mg/L de fenol

Grafico 4.7 Obtencion de los coeficientes cinéticos de la ecuacion de Monod.

En el gréfico 4.8 se muestra el comportamiento de la cinética de crecimiento

de microorganismos que crecen aislados para 100 mg/L, 300 mg/L y 500 mg/L de

fenol, sin linealizar la ecuacién de Monod.
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Gréfico 4. 8 Comportamiento de la cinética de crecimiento, utilizando la ecuacion
de Monod.

Con la finalidad de obtener los respectivos coeficientes cinéticos, se obtuvo
el inverso de la ordenada al origen de la ecuacién de la linea, para conseguir el

valor de la rapidez maxima especifica de crecimiento, u,,,, Yy con este resultado y

el valor de la pendiente, se obtiene el valor del coeficiente de saturacion k. Se

muestran en la tabla 4.7 los coeficientes cinéticos para 100, 300 y 500mg/L.

Tabla 4.7 Coeficientes cinéticos.

S [mg/L] ks [mg/L] Umax [dia™]
100 26.79 0.77
300 60.90 0.58
500 37.66 0.59

Para poder degradar el fenol mediante microorganismos son necesarias

ciertas enzimas que ellos mismos sintetizan, por lo que el comportamiento
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encontrado en el grafico 4.7 asi como las diferencias en los valores de Ks y MPwmax
puede ser debido a que otras especies quimicas, no solo el sustrato, se pueden

combinar con las enzimas para alterar o modular la actividad catalitica.

Segun Bailey & Ollis, (1986) y Voet (2006) la variacion existente en los

valores de k; y u,,, €s debido a que se sufre una inhibicién mixta a 300 y 500

mg/L de fenol, y los valores obtenidos son los valores aparentes de la rapidez
maxima especifica de crecimiento y del coeficiente de saturacion para estas

concentraciones. Mientras que a 100 mg/L no se experimenta un tipo de inhibicién.

Los datos experimentales se ajustan a la ecuacion 2.32 para una inhibicion
mixta, por lo que el efecto en los parametros de 4, , K;, a 'y o citado por Voet

(2006) se encuentran en la tabla 4.8.

Tabla 4.8 Efecto de los inhibidores sobre los pardmetros cinéticos.

Fenol Uniax Aparente Ks Aparente

nlg(/)L HMax 0.77 [h™] Ks 26.79  mg/L
300 uMaXAparente 0.59 [hl] kSAparente 60.91 mg/L
mg/L o 1.31 a 2.98

500 uMaXAparente 0.59 [hl] kSAparente 37.66 mg/L
mg/L o 1.30 a 1.83

El comportamiento que experimentan los datos es similar a la figura 2.11
para una inhibicion mixta, el grafico 4.9 muestra esta similitud y el aumento de o vy

a .
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100mg/L de fenol —— 500mg/L de fenol —— 300mg/L de fenol

Lineal (100mg/L de fenol) ----- Lineal (500mg/L de fenol) ----- Lineal (300mg/L de fenol)
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7 - y =63.5784x + 1.6881
] R2=0.9825
6 E_ «=1.82 a=1=a’ (sin inhibidor)
- 1 a'=1.302
S 4
3 5T =298
< ]
i ]
4]
3 -
300 mg/L: 2 &
y =103.6540x + 1.7019 A 100 mg/L:
R2=0.9452 o y = 34.7502x + 1.2970
AT R2=0.9901
: I : : : : |
-0.06 ,,-O./OS g 0.00 0.03 0.06 0.09 0.12 0.15
’ _1 E_
2 L
] 1/S [L/mg]
-3 E_
4 L

Gréfico 4. 9 Inhibicion mixta a 300 y 500 mg/L de fenol.

La disminucion del COD a lo largo de esta experimentacion se muestra en
el gréafico 4.10, al igual que la disminucién de la DQO en el gréafico 4.11.
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COD [mg/L]
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Tiempo [h]
—#—300mg/L de fenol —e=500mg/L de fenol —#—Blanco ==e=100mg/L de fenol
Gréfico 4. 10 Disminucion de COD.
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Gréfico 4. 11 Disminucion de DQO
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Los resultados obtenidos, al analizar las muestras en el espectrofotometro
en la regién UV-visible, se muestran en las figuras 4.6 a 4.10, y al igual que
Mkandawire et. al. (2009) se encontré la disminucion en el pico del fenol al

transcurrir el tiempo a 269 nm.

En el caso de la figura 4.6 para 100mg/L de fenol, se puede ver la

disminucién del pico de fenol en 2 horas.

En la figura 4.7, para 300 mg/L de fenol, se muestra como va disminuyendo
el pico de fenol, hasta que desaparece, y se observa la aparicion de un nuevo
pico a 254 nm que se atribuye a la formacion de algun intermediario de la reaccién
de biodegradacion del fenol. Este intermediario tiene una tendencia variante, al
transcurrir el tiempo se produce y a la vez se va consumiendo, hasta que

desaparece a partir de la hora 14, tal como se ve en la figura 4.8.

Figura 4.6 Método de Mkandawire et. al.( 2009) para 100 mg/L de fenol de 0 a 2
horas.
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Figura 4.7 Método de Mkandawire et. al. ( 2009) para 300 mg/L de fenol de 0 a 13
horas.

Figura 4.8 Método de Mkandawire et. al. (2009) para 300 mg/L de fenol de 14 h a
18horas.
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Un comportamiento similar se encuentra para 500 mg/L de fenol, con la
diferencia que el pico del fenol tarda en desaparecer cerca de 10 horas, en la hora
siguiente aparece el supuesto intermediario con la misma tendencia encontrada
para 300 mg/L de fenol, esto se puede ver en las figuras 4.9 y 4.10

respectivamente.

Figura 4.9 Método de Mkandawire et. al. (2009) para 500 mg/L de fenol de 0 a 11
horas.

Figura 4.10 Método de Mkandawire et. al. (2009) para 500 mg/L de fenol de 11 a
18 horas.
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4.4. Mantenimiento del reactor bioldgico por lotes
e Primer periodo julio a noviembre del 2009

Al reactor por lotes del periodo de julio a noviembre se le agregaron 5 g de
fenol cada dia, teniendo una concentracion inicial de 160 mg/L, después de 20
horas se realizaba una medicion de fenoles totales, DQO y COD. Los resultados
obtenidos para fenoles totales se muestran en el grafico 4.12.

160 Concentracién inicial dé fenol= '160mg/Li
160 F--==a----- ro——-- et LT Po———- ' '
140
120
100

80

60

40

Comcentracion de fenol [mg/L]

20

0

t[dias]

Gréafico 4.12 Seguimiento puntual del consumo de fenol en un periodo de 4

meses.

Se puede ver en el grafico 4.12 que cada 15 dias el reactor no degradaba
completamente el fenol, existia un aumento en la concentracién del fenol después
de 20 horas de operacion del reactor, es por esto que se decidié agregar
nutrientes a este reactor, teniendo después de este tiempo una casi completa

degradacion del fenol por los siguientes 15 dias aproximadamente.

Los resultados de la medicion de DQO y de COD para el ultimo mes del
periodo (noviembre) se muestran en los gréaficos 4.13 y 4.14.
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Gréafico 4.13 Concentracion de DQO del reactor por lotes durante el primer
periodo.

Se puede observar que practicamente en 20 h de operacién del reactor en
batch, los microorganismos fueron capaces de degradar casi completamente el
fenol, sin embargo, el degradar casi todo el fenol, no implica que se disminuya
toda la DQO o el COD.

En los graficos 4.13 y 4.14 se puede observar que los valores de DQO son
mucho mayores que los de COD, esto es porque la prueba de DQO, nos da una
idea del contenido organico total de un residuo, sea 0 no biodegradable, en esta
técnica se emplea un agente quimico fuertemente oxidante (dicromato de potasio)
en medio &acido, por lo tanto, la DQO, medira tanto la materia organica
biodegradable por los microorganismos, como la materia organica no
biodegradable y la materia inorganica, oxidable por ese agente quimico. Aunque
este método pretende medir principalmente la concentracién de materia organica,
sufre interferencias por la presencia de sustancias inorganicas susceptibles de ser
oxidadas (sulfuros, sulfitos, yoduros, cloruros, etc.), que también se reflejan en la
medida.
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Gréafico 4.14 Concentracion de COD del reactor por lotes durante el pimer
periodo.

El COD es una medida directa del carbono orgénico en las aguas, se mide
por la cantidad de dioxido de carbono que se genera al oxidar la materia orgéanica en
condiciones especiales, el COD no mide el carbono inorganico que pueden
ser carbonatos, bicarbonatos, y didxido de carbono disuelto ya que esta cantidad
correspondiente al carbono inorganico, al acidificar la muestra se elimina y se

sustrae previamente del resultado total.

La turbidez fue en aumento en este periodo de tiempo, tabla 4.9 muestra los
resultados obtenidos al medir la turbidez.

Tabla 4.9 Turbidez en el reactor en batch del periodo de julio a noviembre 2009.

t [dias] T‘[‘I(Il}'g]ez t [dias] T‘[‘I(Il}'g]ez t [dias] T‘E{\T’T‘ﬂ?z
0 298 31 347 44 624
7 277 33 742 45 552
12 297 36 609 46 881
17 290 37 417 47 720
22 300 39 432 51 845
28 323 40 380 54 971
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e Segundo periodo febrero a abril del 2010

Durante el segundo periodo, con la misma concentracion inicial de fenol, el
reactor por lotes siguié degradando casi todo el fenol, los dias en los que no se
obtuvo una degradacidon se agregaban nutrientes y nuevamente el reactor
empezaba a degradar, los resultados obtenidos de fenoles totales, COD, DQO y
los SST y SSV se muestran en el gréfico 4.15, 4.16, 4.17 y 4.18.
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Concentracion de fenol [mg/L]

t[dias]

Gréafico 4.15 Seguimiento puntual del consumo de fenol en un periodo de 2

meses.
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Gréafico 4.16 Concentracion de COD del reactor por lotes durante el segundo
periodo.
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Gréafico 4.17 Concentracion de DQO del reactor por lotes durante el segundo

periodo.
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Gréfico 4.18 SST y SSV del reactor por lotes durante el segundo periodo.

A lo largo de este periodo experimental, el reactor por lotes degrad6 casi
totalmente el fenol, y la cantidad de sélidos oscil6 entre 3000 y 5500 mgSSTI/L.
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CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES
e Eleccion de soporte

Se determind que el soporte que presentd una mejor adherencia de
microorganismos fue el pafio de cocino fabricado de raydn-poliestireno debido a q
la inoculacion de este soporte fue en un corto tiempo y se notaba a simple vista los

lodos en el soporte.
e Pruebas en el reactor biolégico de Lecho fijo

El reactor biol6gico de lecho fijo soport6 dos cargas organicas de 9 y 21
gDQO/m>h teniendo remociones de COD de hasta 60% para las dos cargas
organicas y de DQO mayores a un 70% para el primer flujo y al aumentar la carga

organica, mayores a un 40%.

Se determiné que a un tiempo de retencion hidraulico de 23 h, variando
concentraciones desde 100 mg/L a 500 mg/L de fenol, se obtuvieron remociones
de este contaminante mayores a un 94%. La remocion de COD y DQO es
favorecida a concentraciones mayores de 300 mg/L de fenol siendo estas
superiores a un 76% de DQO y un 80% de COD.

La cantidad de SST y SSV desprendidos en el reactor, aumentan al
incrementar la concentracion de fenol, debido a que la biopelicula se encuentra en
constante renovacion. La cantidad de biomasa medida como SSV en el reactor al
finalizar la experimentaciéon fue de 2694 mg/L, comparado con el reactor por lotes
esta cantidad de biomasa es menor, esto es benéfico ya que la cantidad de lodos
a tratar y estabilizar serd menor que en un reactor convencional de lodos

activados.
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Las mejores condiciones de operacion de operaciéon del reactor bioldgico de
lecho fijo fueron:
» Flujo de aire: 0.99 mL/min.
» Concentracion de fenol: 500 mg/L.
» Cantidad de nutrientes: 0.1 (minima).

e Cinéticade ladegradacion del fenol.

La degradacion del fenol para 100 mg/L se llevé a cabo en 2 horas, para
300 mg/L tardd 5 horas mientras que para 500 mg/L se alcanzé en 11 horas.

El coeficiente de crecimiento celular es de 0.6821 mg de SSV por cada

gramo de fenol consumido.

Se obtuvieron los valores de los pardmetros cinéticos, Ky y fy,, Y la

diferencia de éstos es que a concentraciones de 300 mg/L y 500 mg/L se sufre
una inhibicion mixta, alterando los valores de la rapidez especifica de crecimiento

y el valor de la constante comparada con los valores obtenidos para 100 mg/L.

Se obtuvieron disminuciones de DQO para 500 mg/L de un 40%, de 75%
para 300 mg/L y de 50% para 100 mg/L. La disminucién del COD fue de 75% para
500 mg/L, 60% para 300 mg/L y 40% para 100 mg/L en 2 horas.

Para 300 mg/L y 500 mg/L de fenol, se encontr6 al realizar el método
Mkandawire et. al. (2009) que existe la formacién de un intermediario de la
reaccion de degradacion del fenol, que absorbe a 254nm el cual no fue posible
identificar debido a que no es objetivo de este trabajo.

¢ Mantenimiento del reactor por lotes
El reactor por lotes, logr6 remover hasta 320 mg/L de fenol, este reactor
requiere de nutrientes aproximadamente cada 15 dias para obtener altas

remociones de fenol, la cantidad de biomasa en este reactor oscilé6 entre 3000 y
5500 mg SSVIL.
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6. ANEXOS

6.1.Célculos realizados

e Tiempo de retencion hidraulico

Oru: €s el tiempo que tarda el agua a tratar dentro del reactor bioldgico y durante
el cual puede ser tratada.

V
QRH ==
Q

V :Volumen del reactor
Q: Flujo del agua a tratar

Para el primer flujo:

Q,-0.64M _go3sal
min h
G =2 zan
0.0384—=
h
Para el segundo flujo:
Q, =151~ 0.0006 =
min h
=22 —oan
0'0906ﬁ
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e Carga organica volumétrica

C.0.V.: Es la cantidad de sustrato proporcionado a los microorganismos por hora
por metro cubico de tanque de aireacion.

cov.=e
\Y

Q: Flujo de agua a tratar
S, : Concentracion de sustrato
V : Volumen del reactor

Para el primer flujo:

: (0.0384:;)(212.18 ngon 5
cov.= s _ — ~9.053 ?h
ooL| M m
1000L
Para el segundo flujo:
S (0.0906:;)(212.18Wj 5
cov.= o _ ~ ~21.359 %
ooL| M m
1000L
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e Cantidad de oxigeno en la corriente de aire.

k
Do =1.2462m—93
PM.pme = Yo, PMoy +Yo PM +Y, PM.,
P-M.ee =(0.2094)(31.9988) + (0.7808) (28.0134) + (0.0093) (39.948)

PM.,o = 28.94miOI

Flujo maximo de aire : 0.9992"%ire

min

0.9992 L 1m? (1.2462kg} 10009 \( 1mol,,, )( 0.2094molO, (1000mmolj
' min | 1000L m? 1kg )\ 28.945g 1mol 1mol

Aire

mmolO,
min
mmolO,

min
mmolO,

min

Flujo maximo de oxigeno =9.008

Flujo medio de oxigeno =7.104

Flujo minimo de oxigeno =5.201
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Resultados obtenidos de DQO en el RBLF a diferentes flujos

. tiempo | DQOunfiuente DQOktiuente
Flujo .
[dias] [mg/L] [mg/L]
1 217 0.01
3 198 0.01
1 6 223 29.22
10 202 25.27
11 223 59.48
12 191 12.12
15 202 117.38
17 222 54.22
19 267 98.96
20 222 30.54
2 22 281 151.59
23 211 125.27
24 291 114.75
25 223 0.01
26 225 106.85

%Dis minucion =

(DQOIanuente - DQOEquente)

x100

DQO

Influente
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6.2.Técnica de determinacion de fenoles totales en aguas naturales,

potables, residuales y residuales tratadas. Método directo
espectrofotométrico. NMX-AA-050-SCFI-2001

Este método cubre intervalos de concentracion de 0.001 mg/L a 0.5 mg/L.

> Reactivos

Disolucién patron de fenol (1g/L): Se preparan 500 mL de la disolucion
patrén de fenol. Pesar con precisién 0.5 g de fenol y disolver en 500 mL de
agua.

Disolucion de 4-aminoantipirina (2% P/V): Pesar aproximadamente y
con precision 2.0 g de 4-aminoantipirina y disolver en 100 mL de agua.
Disolucion de ferrocianuro de potasio (8 % P/V): Pesar
aproximadamente y con precision 8.0 g de ferrocianuro de potasio y
disolver en 100 mL de agua. Filtrar si es necesario. Almacenar en un frasco
de vidrio @&mbar.

Disolucién de amoniaco 0,5 N: Diluir 35 mL de amoniaco concentrado en

1 L de agua.

Para las muestras con concentraciones de fenoles mayores a 5 mg/L, se

debe tomar una alicuota adecuada que no contenga mas de 0.5 mg de fenol y
diluir a 100 mL.

> Procedimiento

Preparacién de los estandares de fenol:

(0]

(0]

Matraz 1 (0 mg/L de fenol, blanco): Adiciona 100mL de agua Unicamente.

Matraz 2 (1 mg/L de fenol): Tomar 100 uL de la solucion patron de fenol (1
g/L) y aforar en un matraz de 100 mL.

Matraz 3 (2 mg/L de fenol): Tomar 200 uL de la solucion patron de fenol (1
g/L) y aforar en un matraz de 100 mL.

103



0 Matraz 4 (3 mg/L de fenol): Tomar 300 yL de la solucién patron de fenol (1
g/L) y aforar en un matraz de 100 mL.

0 Matraz 5 (4 mg/L de fenol): Tomar 400 yL de la solucién patron de fenol (1
g/L) y aforar en un matraz de 100 mL.

0 Matraz 6 (5 mg/L de fenol): Tomar 500 yL de la solucién patron de fenol (1
g/L) y aforar en un matraz de 100 mL.

Tratar las muestras, blanco de reactivos y estdndares como sigue: Afadir
2.5 mL de la disolucién de amoniaco 0.5 N. Adicionar 1 mL de la disolucion de 4-
aminoantipirina, mezclar bien y afiadir 1.0 mL de la disolucién de ferricianuro de
potasio y mezclar. Después de 15 min. Transferir a la celda y leer la absorbancia
de las muestras estandares y blanco a 510 nm, y realizar la curva de calibracion.

Hacer una curva con los valores de calibracion y calcular la concentracion
de la muestra por medio de la ecuacion obtenida de la curva de calibracion y que

es representada por la siguiente ecuacion:
Absorbancia = 0.12304Concentracion + 0.31689

La curva de calibracion utilizada durante este trabajo de tesis se representa
en la figura 6.1.

0.8-

2 0.6

04-

Absorbancia = 0.12304*Concentracion + 0.31689
Coeficiente de correlacidn: 0.99929

0 1 2 3 4
Concentracion (mg/L)

Figura 6. 1 Curva de calibracion para la determinacion de fenoles totales.
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6.3. Técnica de determinacion de la demanda quimica de oxigeno en

aguas naturales, residuales y residuales tratadas. Método a reflujo
cerrado/ método espectrofotométrico. NMX-AA-030-SCFI-2001.

> Reactivos

Disolucion de sulfato de plata en &cido sulfurico: Pesar
aproximadamente y con precisién 15 g de sulfato de plata y disolver en 1 L
de &cido sulfarico concentrado EIl sulfato de plata requiere un tiempo
aproximado de dos dias para su completa disolucion. La disolucion formada

debe mantenerse en la oscuridad para evitar su descomposicion.

Disolucion de digestion A (alta concentracion): Pesar aproximadamente
y con precision 10.216 g de dicromato de potasio, previamente secado a
103 °C por 2 h, y afadirlos a 500 mL de agua, adicionar 167 mL de acido
sulfurico concentrado y aproximadamente 33.3 g de sulfato mercurico.
Disolver y enfriar a temperatura ambiente. Aforar a 1 L con agua.

Disolucion de digestibn B (baja concentracidn): Pesar
aproximadamente y con precision 1.0216 g de dicromato de potasio,
previamente secado a 103 °C por 2 h, y afiadirlos a 500 mL de agua,
adicionar 167 mL de &cido sulfurico concentrado y aproximadamente 33.3 g
de sulfato mercurico. Disolver y enfriar a temperatura ambiente. Aforara 1 L

con agua.

Disoluciéon estandar de biftalato de potasio: (1 mL=1 mg de DQO).
Deshacer los grumos y secar el biftalato de potasio a 120 °C. Pesar
aproximadamente y con precisién 0.851 g de biftalato de potasio, disolver y
enfriar a temperatura ambiente y aforara 1 L.

Esta solucién es estable hasta por 3 meses cuando se mantiene en

refrigeracidén y si no se observa crecimiento bioldgico.
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» Procedimiento
Preparacion de los estandares de biftalato de potasio.

Preparar por lo menos cinco disoluciones de biftalato de potasio con DQO
equivalentes de 20 mg O,/L a 900 mg O,/L, ajustar el volumen con agua destilada.
Utilizar los mismos volumenes de reactivo y procedimiento de digestion que para

las muestras. Tratar las muestras y estandares como sigue:

e Precalentar a 150 °C el digestor de DQO, o la estufa donde se llevara a
cabo la digestion.

e Colocar en los tubos de reacciéon 1.5 mL de la disolucién de digestion A o B,

segun sea para una alta concentracion o baja concentracion

e Tomar cuidadosamente 2.5 mL de muestra previamente homogeneizada
dentro de los tubos de reaccion. Cerrar inmediatamente para evitar que se

escapen los vapores, asegurarse de que estan herméticamente cerrados.

e Suavemente invertir los tubos varias veces destapando después de cada
inversion para liberar la presion, o agitar los tubos destapados en un vortex.
La disolucion es fuertemente &cida y el tubo se calienta en este proceso,

trabajar con guantes aislantes.
e Afadir cuidadosamente 3.5 mL de la disolucién de digestién respectiva.

e Colocar 2.5 mL de agua en un tubo para la determinacion del blanco de

reactivos.

e Colocar todos los tubos en el digestor previamente calentado a 150 °C y
poner a reflujo por 2 h.

e Retirar los tubos del digestor y dejar que los tubos se enfrien a temperatura
ambiente, permitiendo que cualquier precipitado se sedimente.

e Medir la absorbancia en el espectrofotdmetro, previamente calibrado.
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e Para aguas que contengan una DQO baja (5 mg/L a 75 mg/L), utilizar la
disolucién de digestion B. Si el valor de la DQO determinado es mas alto
gue 75 mg/L después de usar estos reactivos, reanalizar la muestra,
utilizando la disolucion A.

e Debido a que las muestras antes de ser analizadas fueron filtradas y
posteriormente tratadas con base a este método, los valores de DQO
corresponden a una DQO soluble.

La curva de calibracion utilizada durante este trabajo de tesis se representa
en el gréfico 6.1.
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R2=0.9989
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Gréfico 6.1 Curva de calibracion de DQO para la segunda parte experimental.
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6.4.Técnica para la determinacién de sélidos y sales disueltas en aguas
naturales, residuales. NMX-AA-034-SCFI-2001.
» Material:

e Filtros de 5 micras.

e 1 Matraz kitasato.

e 1 Equipo de filtracion Buchner.
e 1 Pipeta volumétrica de 25 mL.
» Procedimiento

e Precalentar en una estufa a 105 °C filtros de 5micras durante 1 h y colocar
en un desecador de silica una hora hasta que se encuentren a peso

constante.
e Pesar los filtros y registrar el valor (Pg1).

e Filtrar con el equipo de filtracion Buchner un volumen de 10ml de la muestra

a analizar y colocar el filtro durante una hora en una estufa a 105 °C.

e Colocar los filtros en un desecador por una hora hasta alcanzar peso
constante, posteriormente pesar y registrar los valores (Pg»).

e Colocar los filtros en una mufla a 550 °C por 15 minutos.

e Colocar en un desecador por una hora hasta peso constante y después

pesar y registrar los valores (Pgs).
» Caélculos:

PFZ _PFl PFZ _PF3

Muestra Muestra
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6.5.Técnica para la determinacién de carbono orgénico disuelto

Todos los productos quimicos usados en este método deben ser grado reactivo.
> Reactivos
e Agua destilada con las siguientes propiedades:
a) resistividad: megohm-cm a 25 °C: 0.2 min.
b) conductividad: uS/cm a 25 °C: 5.0 max.
c) pHdeb5.0a8.0.
e Biftalato de Potasio.

» Equipo
e SHIMADZU modelo TOCV-CSH
> Material

e Viales especiales para el equipo de carbono organico total

La muestra se debe analizar inmediatamente después de su toma, en caso
contrario debe conservarse en refrigeracion a 4 °C. El tiempo maximo de

almacenamiento previo al analisis es de 28 dias.
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