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Resumen

Resumen

Los fenoles son toxicos considerados carcindgenos, mutagénicos y bioacumulables en sistemas
biologicos, comunmente encontrados a altas concentraciones en efluentes industriales,
contaminando cuerpos de agua de abastecimiento humano, Es necesario desarrollar una

tecnologia adecuada y capaz de eliminar las altas concentraciones de estos toxicos,

En el presente trabajo se inmovilizO la bacteria Pseudomonas fluorescens previamente
identificada y evaluada como biodegradadora de compuestos fendlicos. La inmovilizacion por
adsorcion se realiz0 en materiales como el tezontle, la arena y el carbon activado y por
atrapamiento en una matriz polimérica de alginato de calcio. Se realizo la caracterizacion
fisicoquimica y la determinacion de la capacidad de inmovilizacion de células en los soportes
utilizados y se evaluaron las actividades de biodegradacion de los biocatalizadores con mejores

caracteristicas en la biodegradacion de fenol (tezontle, carbon activado y alginato de calcio), por

medio de un sistema de columna empacada de biocatalizador.

Se realizaron comparaciones de las caracteristicas evaluadas y el costo de fabricacion de los
biocatalizadores, demostrando que el tezontle posee las mejores caracteristicas de resistencia al
presentar baja solubilidad en soluciones acidas y basicas de 3.23% y 1.36% respectivamente, una
alta porosidad (de 65%), una alta capacidad de inmovilizacion de bacterias (de 1.39 Unidades

Formadoras de Colonias por gramo de material) y una capacidad maxima de adsorcion de
fenoles del 8%,

Ademas, presento un costo de 0.15 dolares’kg de material; por lo que se eligio para posteriores
pruebas. Se monto un sistema de columna empacada con biocatalizador de tezontle para la
realizacion de pruebas de biodegradacion de fenol, 2-clorofenol, 2,4-diclorofenol y 2,4,6-
triclorofenol a través de 16 experiencias, en las que se evaluo el efecto del tipo y concentracion

del toxico, temperatura de operacion, pH de la solucion y nivel de oxigeno disuelto sobre la

actividad del sistema,



Resumen

Por medio de la determinacion de los tiempos y porcentajes de biodegradacion de los fenoles,

ademas de la cuantificacion de la biomasa en el biocatalizador, se determinaron las actividades

del catalizador correspondientes.

El sistema empacado con tezontle mostro altas eficiencias de biodegradacion de compuestos
fendlicos, aiin en condiciones no controladas de temperatura, pH y nivel de oxigeno disuelto para
altas concentraciones de femoles. Se lograron biodegradaciones de hasta 500 mg/L de
clorofenoles y 1000 mg/L. de fenol. Se alcanzaron mayores niveles de biodegradacion bajo
condiciones controladas, (temperaturas cercanas a 35 °C, pH ligéramente basico entre 7y 8, y un
nivel de oxigeno disuelto cercano al de saturacion). El sistema de columna empacada tuvo
actividades en la biodegradacion de 100 mg/L de 2-clorofenol de 119.59 mg/L dia, mientras que
para una operacion a 35 °C la actividad fue de 265.98 mg/L dia. Para una operacion a pH=8 se
alcanzo una actividad de 185.96 mg/L dia y para solucién con una concentracion inicial de

oxigeno disuelto de 7.70 mg/L cercana a la saturacion se observo una actividad de 192.16 mg/L
dia.

El trabajo realizado propone un sistema de tratamiento para efluentes toxicos, que se recomienda
usar en las industrias cuyos efluentes contengan fenoles a altas concentraciones para evitar la
contaminacion por descarga a los cuerpos de agua de abastecimiento humano, Los resultados
reportados contribuyen al conocimiento un sistema de eliminacion de toxicos que puede ser

aplicado a los efluentes de diversas industrias mexicanas.
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Capitulo | Introduccion

1. Introduccion

La contaminacion del agua por téxicos es un problema urgente de remediar. La inmoderada
descarga de sustancias toxicas en cuerpos de agua y el efecto que éstas producen ha llevado

a realizar estudios para lograr el desarrollo de tecnologias capaces de aminorar este
problema.

Algunas industrias producen aguas residuales con alto contenido de fenol y clorofenoles
como la de fabricacion de pulpa de papel, la de preservacion de maderas, la industria del
hierro y acero, la de refinacion del petroleo y la petroquimica bisica, entre otras que

representan un sector importante de produccion en el pais.

Dentro de las tecnologias recientemente desarrolladas para degradar dichas substancias
toxicas esta la utilizacion de microorganismos inmovilizados ya sea por atrapamiento o
adsorcion. Existe una amplia gama de sistemas que han demostrado altas eficiencias para la
climinacion de toxicos. Este tipo de sistemas estin basados en mantener a los

microorganismos sobre una superficie, obteniendo ventajas sobre algunos sistemas

convencionales,

Es importante la eliminacion de fenol y clorofenoles como contaminantes de agua
considerados como toxicos prioritarios enumerados para EPA y nombrados como toxicos
organicos en la Norma Oficial Mexicana, generalmente presentes en diversas zonas
mexicanas, como es reportado por Jiménez y Ramos (1995) donde son sciialados los fenoles
como parimetros problema en las regiones hidrologicas de Coatzacoalcos y Grijalva-
Usumacinta en ambas con niveles de 9 mg/L para agua de abastecimiento humano en

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

concentraciones de fenoles.

Dentro de los métodos fisicoquimicos reportados para la eliminacion de fenoles y

clorofenoles en agua tenemos la filtracion por membranas, la oxidacion quimica y
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fotocatalitica, la coagulacion quimica, y la adsorcion; dentro de los sistemas de tratamiento

biologico convencionales estan las lagunas aeradas, lodos activados, filtros rociadores,

reactores aerobios, anaerobios y anoxicos.

Una altemativa desarrollada en la década pasada y en la presente son los sistemas de células
inmovilizadas, en los cuales se han realizado estudios con diversos microorganismos para la
biodegradacion de un gran numero de toxicos. Dichos sistemas han presentado altas

eficiencias trabajando con altas concentraciones de los toxicos, mostrando ventajas sobre los
sistemas convencionales.

En los trabajos reportados, la inmovilizacion se ha realizado con una gran variedad de
microorganismos sobre una enorme diversidad de materiales de origen organico e

inorganico, siendo dificil comparar la efectividad de los sistemas entre si,

Recomienda Klein y Ziehr (1990) para la evaluacion y caracterizacion de los
biocatalizadores realizarse en base a criterios como: a) Carga biomisica de inmovilizacion,

b) Capacidad de retencion de biomasa y fuerza de adhesion, c) Actividad de biodegradacion,
d) Estabilidad operacional.

En el presente trabajo se comparan cuatro materiales (arena, tezontle. carbon y alginato de
calcio) como soportes para inmovilizacion de la bacteria Psendomonas fluorescens. Se
determinaron sus propiedades fisicoquimicas, capacidad de inmovilizacion y el
comportamiento de un sistema de columna empacada con biocatalizador a la variacion de

parametros como la concentracion y tipo de toxico fendlico, temperatura, pH y nivel de
oxigeno disuelto.

Mediante la evaluacion de estas propiedades se puede recomendar y elegir el biocatalizador

adecuado para ciertas condiciones de operacion en la eliminacion de fenoles de efluentes con

altas concentraciones de fenoles.
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2. Antecedentes

2.1. Toxicidad y legislacién

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

sistema biologico, daiio a sus funciones o la muerte.

Los elementos necesarios para producir toxicidad son:

a) El agente fisico o quimico capaz de producir el efecto.
b) El sistema biologico con el cual el agente pueda interactuar,

¢) Un medio que permita interactuar al agente con el organismo y producir el efecto
nocivo.

La cantidad de sustancia absorbida es uno de los factores importantes que determinan la
intensidad del efecto toxico.

2.1.1, Toxicidad de fenoles

Dentro de los toxicos cosiderados como prioritarios en agua mediante criterios de
evaluacion como: Carcinogenicidad, mutagenicidad, teratogenicidad. bioacumulacion y
persistencia en sistemas biologicos; han sido reportados un listado de toxicos en agua por la
Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) y por la Comision
Intemacional para la Proteccion del Rio Rhin contra la Polucion (CIPR), donde se

encuentran los compuestos fenolicos.

En el presente trabajo se utilizaron compuestos fenolicos. algunos de los que son
enumerados como toxicos prioritarios en agua por la Agencia de Proteccion Ambiental de
los Estados Unidos (EPA) en la Tabla 1. Adicionalmente, en la Tabla 2, se muestran las

concentraciones limites de toxicidad y clasificaciones que reciben los fenoles.
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Tabla 1 Fenoles que forman parte de los Toxicos Prioritarios por la Agencia para la

Proteccion Ambiental (EPA) en Agua
Fuente: (Thomann y Salas 1991)

Fenol

2-clorofenol
2,4-diclorofenol
2,4 6-triclorofenol
Pentaclorofenol
2-nitrofenol
4-nitrofenol
2,4-dinitrofenol
p-Cloro-m-Cresol
4,6-dinitro-0-Cresol
2,4-dimetil fenol

Tabla 2 Limites de toxicidad y clasificaciones de los fenoles
Fuentes: (Garcia, 1992) y (Richardson. 1992)

Nombre Limites Mizimos Permitidos para la vide (ug) Clasificacion
Bloacumulacion | Biotrsnsformadon
Agua dulce} AgusSaladal  Salud Humana (EPA)
Fenol 10200 5800 3500 Desecho y
2560(renies) Substancia No Si
peligrosa
Desecho
2-clorofenol 43801 . 0.1 peligroso Inc Inc
2,4-diclorofenol 20200 . 0.3 Desecho Inc Si
peligroso
365(c16niu)
2.4.6-triclorofenol g7fednes | 12 Carcerigeno Inc Si
potencial
Substancia y
Desecho
_peligroso
Notas: teronica),

.

(aguda),

.

produce dafios graves a la salud en largo plazo de exposicion.
produce dafios graves a la salud, provocando daiios irreversibles que ponen en riesgo la vida
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2.1.2. Propiedades, usos y niveles de toxicidad de fenol y clorofenoles.

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

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

propiedades, usos y caracteristicas fisicas y quimicas.

Tabla 3 Nombres y caracteristicas de fenoles
Fuentes: (Garcia, 1992) (Richardson, 1992)

Nombre Féormula Férmula Peso Otros
Empirica Molecular
p Estructural (g/gmol) Nombres
Hidroxibenceno
o Acido fendlico
Fenol CeH0
94.11 Monohidroxibenceno
OH 2-cloro- 1-hidroxibenceno
CsH;0Cl ¢l
2-clorofenol 128.56 2-orto-clorofenol
oM 2.4-DCP
CsH,OCl |
2.4,-diclorofenol oHLOCk @ 163 | |-hidroxi-2.4-diclorobenceno
ct
OoH
) cl
2.4,6-TCD
) C+H;0ClI
2,4,6-triclorofenol J 197.47 Dowicide 25}
2.4.6-triclorohidroxibenceno
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Tabla 4 Propiedades fisicas de fenol y clorofencles
Fuente: (Garcia, 1992), (Richardson, 1992)
Nombre P. Fusién | P. Ebullicién | Solubilidad H;0 | Edo. Fisico coeficiente de particion
O (°C) 20°C (mgh) 220°C LOG octanol / agua |
Fenol 41 182 93000 solido blanco 1.46
cristalino
2-clorofenol 9 175 28500 liquido 2.15
2 4-diclorofenol 45 210 4500 solido cristalino 275
2 4.6-triclorofenol 68 248 800 solido cristalino 3.69
hojuelas amanllas
Tabla § Usos de los fenoles
Fuente: (Garcia.1992), (Richardsmn, 1992) y (USEPA -base de datos toxicos 1994)
Nombre Usos Clasificacion
Utilizacion en los procesos de fabricacion de: DoT
Fenol Explosivas festilizamles. pimturas, removedores de pinturas, Veneno B
ashesto, canservador de madera, resinas smidicas, textiles.
caucho, pafumes. jaban, plasticos. papel v desinfectante.
2-clorofenol Obtancidn de colorantes. an sintesis organica. &
2 4-diclorofenol Sintesis orginica. -
2.4 6-triclorofencl Obtencidu de pantaclorofinol. Se usa directamente como germicida, ORM-A
bactericida, canservador de madera v defoliante.

Nutas:  DOT: Designacidn del Departamento de transporte de los Estados Unidos de América para matenales peligrosos
Vaimo B: Sustancia peligrosa de ripida combustion
% Laqiqueta debe taner el simbolo de venenoso y peligroso
ORM-A: Substancia (aestesico. imitante. nocivo, toxico, en otra propiedad simslar), que puede causar malestar a los pasajeros §
trpulantes durante la trmsportacidn en caso de presantarse alguna tuga

Si: $i existan reportes ¢ informacian que lo fundamentan.
No: No exige mformacidn direaa que lo fundamente
Ine: No exaste mbonnacian suficiante que lo findamante
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Se han reconocido un gran nimero de sustancias toxicas en la descarga de aguas de uso
industrial y doméstico, dentro de las cuales estan presentes el fenol y algunos mono, di y
triclorofenoles; por lo que se ha restringido la concentracion maxima permisible en la
descarga a cuerpos receptores de agua. Los fenoles son toxicos organicos normados en la
Norma Oficial Mexicana en Materia de Proteccion Ambiental (18 de octubre de 1993),

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

Tabla 7 Téxicos orginicos (fenoles) normados
Norma Oficial Mexicana de Proteccién Ambiental

Numeracion contenids Toxico
en el anexo A
13 Fenol ‘
34 2,4,6-triclorofenol (
35 para-Cloro-meta-Cresol
36 2-clorofenol 5
37 Pentaclorofenol ‘
38 2,4-diclorofenol

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

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

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

Tabla 8 Pardametros limites de fenoles para su descarga

Norma Oficial Mexicana

Norma oficial Mexicana Parametro Limite maximo permisible Fenoles (mg/L)
para descarga de aguas residuales a cuerpos receptores

Promedio Diario Instantaneo

NOM-002-ECOL-1993 0.5 0.75
NOM-003-ECOL-1993. 0.5 0.75
NOM-005-ECOL-1993 0.5 0.75
NOM-013-ECOL-1993 05 0.75
NOM-014-ECOL-1993 0.1 0.20
NOM-019-ECOL-1993 0.1 0.20
NOM-031-ECOL-1993 5 10
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2.2. Sistemas de tratamiento de toxicos

Se han reportado en la literatura diversos métodos para la eliminacion de fenol y
clorofenoles en agua. Entre las alternativas, estan los métodos fisicoquimicos y los métodos

bioldgicos tradicionales de biodegradacion, ademas de sistemas novedosos como son los de

uso de microorganismos inmovilizados.

2.2.1.Sistemas fisicoquimicos y sistemas biologicos convencionales,

Dentro de los sistemas fisicoquimicos reportados para la eliminacion de fenol y clorofenoles
podemos citar el arrastre por vapor (Mann, 1984), la oxidacion quimica (Leitis, 1983), la
oxidacion con aire humedo, (Randall, 1980; Rappe, 1986; Keen, 1985), la oxidacion
fotocatalitica (Tseng y Haung, 1991), la polimerizacion y precipitacion catalizada
enzimaticamente (Nicell, 1992), la coagulacion quimica (Alemark, 1991), la adsorcion en
carbon activado (Dimadopoulos, 1992) y la ozonolisis (Chia-Yuan, 1994). Muchos de estos

procesos presentan altas eficiencias, pero altos costos de operacion.

Dentro de los sistemas biologicos convencionales que se han reportado para la
biodegradacion de fenol y clorofenoles; estan las lagunas aeradas, los lodos activados, los
reactores de lecho fluidificado, los reactores anaerobios y anoxicos. Algunos ejemplos de
estos sistemas son mostrados en la Tabla 9. Las desventajas que presentan los sistemas

convencionales en la eliminacion de toxicos son;

a) Las concentraciones maximas permisibles del toxico a eliminar, tienen efecto de
inhibicion,

b) Generacion de alta cantidad de lodos residuales que contienen el toxico en
grandes concentraciones.

¢) En el tratamiento de convencional, los microorganismos presentan periodos de
adaptacion prolongados

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

carbon de mas facil degradacion.
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e) Dificil manejo de los microorganismos,

Tabla 9 Sistemas bioldgicos convencionales para la eliminacion de fenol y clorofenoles

Micreorganismes Toxice Degradado Tipo de Sistema empleado Referencis
Microorganismos 2 4-diclorofenol Reactor de lecho Puhakka, (1991)
aislados de lodos 2,6-diclorofencl fluidificado
3,5-diclorofencl
Microorganismos Fenol Frascos agitados Mueller. (1991)
aislados de lodos Pentaclorofenol
Microorganismos 2,4,6-triclorofenol Reactor de lecho
provenientes de lodos 2,3,4,6-tetraclorofen. fluidificado Puhakka. (1992)
activados Pentaclorofenol
Reactor continuo agitado
Microorganismos Pentaclorofenol (Fill & Draw) Jacobsen. (1991)
aislados de lodos
Microorganismos de 2-clorofenol Sistema por lote Haggblom y Young
estuario y 3-clorofenol (Matraz) (1990)
microorganismos de un 4-clorofencl
bioreactor 2,4-diclorofenol
Microorganismos varios clorofenoles Reactor de lecho Hakulinen y salknoja
fluidificado (1984)
Microorganismos de 170 Triclorofenoles Sistema por lote
muestras de tierra Tetraclorofenoles (Matraz) Kiyohara, (1989)
Pentaclorofenol
Bacterias no Fenol Reactor de flujo mixto | Chang y Rittman (1988)
especificadas
Cultivo puro de bacterias Fenol Columna de lecho Chang y Rittman (1986)
empacado
Microorganismos 2,3 6-triclorofenol 2,4.6- Mohin v Kennedy (1992)
aislados de un lodo triclorofenol 3,5- Reactor Batch
granular diclorofenol

10
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2.2.2, Sistemas inmovilizados.

Actualmente se han desarrollado nuevas tecnologias para la biodegradacion de toxicos,
como son los sistemas de microorganismos inmovilizados en distintos tipos de soportes, que
pesar de haber sido poco estudiados, muestran altas eficiencias aun en altas concentraciones
de los toxicos. En la Tabla 10 se muestran algunos sistemas de microorganismos

inmovilizados reportados y su modo de operacion para biodegradacion de fenol y
clorofenoles.

Los sistemas inmovilizados, en relacion con los sistemas libres tienen las siguientes
caracteristicas:

Ventajas de los sistemas libres son:

a) Bajo costo de operacion
b) Facil preparacion del sistema para la operacion

¢) No presentan problemas importantes de transferencia de masa

Se pueden obtener sistemas de biocatalizadores con altas actividades que pueden ser
mantenidas hasta por meses, teniendo la posibilidad de ser almacenados. conservando su

actividad, ademas de lograr biodegradaciones importantes de toxicos a bajas y altas
concentraciones.

Los sistemas de inmovilizacion de células han sido estudiados y comparados como
altenativa en muchos procesos biotecnologicos (Durand y Navarro, 1978, Klein y Wagner.
1978.1988; Kolot, 1981; Fukui y Tanaka, 1982; Vorlop y Kenin, 1983; Rosevear, 1984.

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

desarrollo.
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Tabla 10 Sistemas inmovilizados para 1a biodegradacion de fenoles

Microorganisma Tiézico Sistema y modo de Referencia
(sustrato) operacion
Mealigenes sp. A 7-2 4-clorofenol Columna empacada, batch Balfanz y Rehm ¢1991)
semicantinuo y continuo.
Phanerocaete chysosporium Pentaclorofenol Sistema batch Lin, (1990)
(BKM-F-1767) Matraz
Pseudomonas putida Fenol Reactor agitade continue y Siez (1992)
(PPG4) 4-clorofenol semicontinuo
Pseudomona putida Fenol Fermentador batch Dapaah y Hill (1992)
Clorofenoles
Pseudomonas putida 4-clorofenol Reactor batch Saez y Rittman ( 1991)
Pseudomona putida p8 Fenol Reactor de lecho Bettman y Rhem (1985)
fluidificado, continuo
Pseudomona putida p8 Fenol Air-lift continua y Ehrardt y Rehm (1989)
semicontinuo
Fusarium flocciferum Femol Reactor mezclado Anselmo (1992)
Cryptococcus elinovii Hly Fenol Columna empacada, Morsen Rehm (1990)
Pseudomaona putida p8 continuo
Methanospirillum hungatei Fenol Matraz agitado Knoll y Winter (1989)
Pseudomona sp RA2 3.4-diclorofenol 2.3.5.6- Matraz agitado, batch Ibarra y Rodriguez { 1993)
Tetraclorofenol
Pentaclorofenot
Candida sp. y Psudomonas Fenol Reactor loop Ehrhard y Rehm (1995)
sp.
Alcaligenes sp. A7-2 4-clorofeno} Columna empacada . Westmeir y Rehm (1987)
continuo
Escheria coli K12, Fenol Matraz agitado, batch Kewelon. (1939)
Pseudomona putida p8,
Staphvlacaccus aureus No.
257
Psendomona putida fenol Fermentador agitado cultive Allsop, (1993)
continuo
Pseudomona picketii 2,4,6-Triclorofenol Matraz agitado Kiyohara, {1992)
Rhodococens Clorofenoles Matraz Higgblom, (1988)
chlorophenolicus
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2.2.3. Tipos de inmovilizacién.

La inmovilizacion es el proceso por el cual una célula, microorganismo o enzima se
transfiere de un estado soluble mévil a un estado inmovil o confinado. Para Klein y Ziehr

(1990) la inmovilizacion puede levarse a cabo mediante dos procedimientos que son los

siguientes;

a) Atrapamiento de microorganismos en polimeros o microencapsulados

b) Adsorcion en sopaortes porosos

Estas técnicas se muestran en la Figura 1,

CELULAS INMOVILIZADAS
ATRAPAMIENTO ADSORCION

Figura | Tipos de inmovilizacion

Cuando las bacterias son inmovilizadas por adsorcion, la retencion de células se lleva a cabo
por las fuerzas de Van der Waals, interacciones ionicas o covalentes.

Este tipo de proceso se puede dividir en varias etapas segun (Marshall. 1971: Characklis,
1981: Duddridge y Pritchard, 1982 y Ellwood, 1982) que son:

a) Adsorcion de macromoléculas organicas extracelulares en la superficie

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

c) Adhesion de células

d) Biosintesis de polimero por las células para lograr la irreversibilidad de adhesion de

los microorganismos a la superficie, causado por los enlaces ionicos y covalentes
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La inmovilizacion de células por atrapamiento en polimeros orgdnicos es una altemnativa
para células que son dificiles de inmovilizar por adsorcion, confinandolas a un sistema
cerrado y obteniendo una menor pérdida de células por el desprendimiento causado por

arrastre en la operacion, independientemente de su metabolismo y de sus caracteristicas
fisiologicas.

La adsorcion ha sido preferida por ser el sistema mas simple de inmovilizacion, asi como por
implicar menores costos de operacion en su realizacion. Las dos altemativas de

inmovilizacion se comparan a continuacion en la Tabla 11,

Tabla 11 Comparacion de algunas caracteristicas adsorcion vs. atrapamiento

Fuente:(Klein y Zierhr, 1990)

Caracteristicas Adsorcion Atrapamiento
Biomasa Inmovilizada Menor a 200 mg/g Mayor a 700 mg/g
Retenimiento de Biomasa Baja Alta, completa

Resistencia a transferencia de
masa externa Se presenta Rara presencia
masa interna Se presenta Se presenta
Permanencia fisiologica de Presenta cambios No presentan cambios
microorganismos
Estabilidad Operacional
muerte de células Baja Alta / muy alta
resistencia de células No investigada Alta
crecimiento de células Muy alta Muy alta
Tipo de sistemas empleados Cama empacada Cama empacado
Cama fluidificado
Cama fluidificado
Tanque agitado

4
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2.3. Criterios de evaluacion de los sistemas inmovilizados

La caracterizacion del proceso de inmovilizacion es evaluada con los siguientes criterios:

a) Cantidad de biomasa inmovilizada.

b) Retencion de biomasa y fuerza de adhesion

¢) Retencion de la actividad enzimatica del biocatalizador
d) Eficiencia de actividades de la biodegradacion.

e) Estabilidad operacional

2.3.1. Cantidad de biomasa inmovilizada.

La cantidad de biomasa inmovilizada es funcion de las caracteristicas del material utilizado
en la inmovilizacion y compatibilidad del microorganismo con el mismo. En el caso de la

adsorcion depende de los siguientes parametros:

a) Caracteristicas fisicas y quimicas de la matriz de adsorcion,
b) La compatibilidad entre la superficie del material y la pared celular del

microorganismo.

¢) La composicion y parametros fisicoquimicos del fluido utilizado para la

inmovilizacion.

En el proceso de inmovilizacion de microorganismos por adsorcion son importantes y
determinantes algunas variables de operacion en sus realizacion para obtener mayor cantidad
de biomasa inmovilizada, algunas de estas variables son el flujo de la solucion inoculada. el
pH de la solucion recirculada entre otras (Mozes, 1987). La adhesion de las células es regida
principalmente por interacciones electrostaticas; en casos especiales se presenta adhesion de
células cargadas negativamente a soportes cargados negativamente, esto es posible porque el

microorganismo desarrolla macromoléculas extracelulares capaces de ayudarla a fijarse al

15
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soporte como se muestra en la Figura 2. En el caso de P fluorescens, la distancia de

separacion entre la pared celular y la superficie del material soporte llega a ser de hasta 100
nm (Marshal, 1985).

Células

Soparte

Macromoléculas .~ o
extracelulares '

Figura2 Adsorcion de células

Para obtener una mayor eficiencia de inmovilizacion del microorganismo dentro del poro del
material, se recomienda que el tamaiio del diametro del poro con respecto al tamafio del

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

Figura 3 Didmetro optimo para inmovilizacion

La importancia de la eleccion del material utilizado para la inmovilizacion es trascendental.

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

evaluado en funcion de los siguientes aspectos:

16
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a) Debe de ser economico y abundante en cantidad.

b) El proceso de inmovilizacion debe de ser simple y efectivo. El biocatalizador
debe presentar la capacidad de ser almacenado, manteniendo su actividad.

¢) Capacidad de alta eficiencia de mmovilizacion.

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

Han sido utilizados diferentes materiales para la inmovilizacion de microorganismos, algunos
de origen inorginico como particulas de arena, ceramica, vidrio poroso etc. Entre los

materiales utilizados de origen organico tenemos al carbon, las astillas de madera, y los

polimeros organicos.

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

Tabla 12 Materiales utilizados en la fabricacion de biocatalizadores para
eliminacion de fenoles en agua.

Material utilizado para la Referencia
inmovilizacion,

Arcilla granular y arena Balfanz y Rehm (1991)

Carbon activado D45/2 y C40/4 Ehrhardt y Rehm (1989), Morsen y Rehm (1990,
Morsen y Rehm (1987)

Poliuretano Anselmo y Novats (1992)

Poliacrilamida-hidrazida Bettman y Rehm (1985)

Vidrio sintenzado Morsen y Rehm (1990)

Carbon activado Ehrhardt y Rehm (1985)

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

Zache y Rehm (1989)

Agregados de arcilla Westmeier y Rehm (1989)

Quitosan alginato Zache y Rehm (1989)

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

Anillos de ceramica Hendnksen, (1991)

17
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En el caso de la inmovilizacion por atrapamiento, frecuentemente realizada en polimeros, la
capacidad de retencion de la biomasa depende fundamentalmente de la concentracion del
polimero. Por ejemplo, para la inmovilizacion por atrapamiento de Pseudomonas
fluorescens en un hidrogel la cantidad de biomasa decrece con el incremento de agua

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

2.3.2. Retencion de biomasa y fuerza de adhesion

El nivel de retencion de biomasa o fierza de adhesion en un sistema de biodegradacion
depende de factores de operacion, entre los cuales el flujo es el mas importante. Existe un

flujo maximo posible, el cual es facilmente detectable por el incremento en la turbiedad de la
fase liquida (Marcipar, 1980).

Dentro de los sistemas de biodegradacion con utilizacion de biocatalizadores se tienen los

siguientes tipos:

a) Reactor agitado

b) Reactor “air lift”

¢) Columna burbujeadora

d) Columna empacada

e) Reactor de lecho fluidificado

2.3.3. Retencion de la actividad enzimatica del biocatalizador

Es importante evaluar el efecto de la inmovilizacién sobre la fisiologia del microorganismo.
va que el proceso generalmente provoca un cambio en el metabolismo del microorganismo,

presentando cambios en su produccion enzimitica, las cuales son fundamentales para el

proceso de biodegradacion.

18
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La biodegradacion se realiza por medio de reacciones bioquimicas, las cuales son llevadas a

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

2.3.4. Actividad del biocatalizador

La efectividad del biocatalizador es un parimetro importante. Se desea que por la
inmovilizacién se alcancen eficiencias mas altas en tiempos de operacion mas cortos, La
efectividad de un biocatalizador esta dada por la especificidad de la reaccion, en el caso de la
catalisis heterogénea es importante los procesos de transferencia de masa involucrados que
son segun Karel (1985). a) Resistencia de transferencia de masa externa sobre la capa de

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

matriz polimérica.

2.3.5 Estabilidad operacional

Dentro de la evaluacion de efectividad de un biocatalizador es importante evaluar la
estabilidad de operacion. Ademis de obtener altas eficiencias, es importante tener una

factibilidad y durabilidad operacional del sistema manejado, con tiempos de vida largos
(Klein y Kressdorf, 1983).

2.4. Adsorcion de toxicos.

La adsorcion de toxicos es importante para el proceso de biodegradacion, no {inicamente
por el efecto de remocion, sino porque hace mas disponible el compuesto a los

microorganismos, permitiendo una mayor y mejor biodegradacion.

En la Figura 4 se muestra esquematicamente el fenomeno de adsorcion del toxico en el

biocatalizador como un fenomeno de afinidad de superficie.

19
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Figura 4 Adsorcion de toxico en el biocatalizador,

2.4.1, Principios de adsorcion

El proceso de adsorcion fue observado por primera vez para los gases en el aiio de 1773 por
C. W. Scheele y luego para soluciones por Lowitz en 1785 (Kraemer, 1930). Este proceso

es reconocido como un fenémeno importante para la mayor parte de los procesos fisicos,
biologicos y quimicos.

La adsorcion implica la acumulacion de la concentracion de substancias en una superficie o

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

que la retiene adsorbente.

La adsorcion es un proceso mediante el cual se extrae materia de una fase y se concentra en
una superficie, y por ello se considera como un fenomeno superficial. La adsorcion de una
solucion a un solido ocurre como resultado de una de las dos propiedades caracteristicas de
un sistema disolvente-soluto-solido, o una combinacion de las mismas. La fuerza impulsora
primaria de la adsorcion puede ser una consecuencia del caracter liofobico (no afinidad al
disolvente) del soluto respecto al disolvente particular , o una afinidad elevada del soluto.
por un sélido. En la mayoria de los sistemas encontrados en el tratamiento del agua residual,

la adsorcion tiene lugar por una accion combinada de las dos fuerzas.

El grado de solubilidad de una substancia disuelta es, con mucho, el factor mas importante
para determinar la intensidad de la primera de las dos fuerzas impulsoras, Se considera al

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

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

para ser adsorbida.

La segunda fuerza impulsora para la adsorcion proviene de la afinidad especifica del soluto
por el solido. Este fenomeno superficial puede ser un fenomeno predominantemente de

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

atraccion de naturaleza quimica,

La adsorcion positiva en una sistema solido-liquido proviene de la separacion del soluto de
la solucién y su concentracion en la superficie de un solido hasta que se establece un
equilibrio dinamico en la superficie, entre la concentracion de soluto que permanece en

solucion y la concentracion superficial del soluto.

La velocidad con que las substancias organicas disueltas son eliminadas de las soluciones
acuosas por los adsorbentes solidos es un factor muy importante para la aplicacion de este

proceso en ¢l control de la calidad del agua.

2.4.2. Isoterma de adsorcién

La forma de expresar esta distribucion es la isoterma de adsorcion, la cual consiste en
expresar la cantidad . como una funcion de C a una temperatura fija: q. es la cantidad de
soluto adsorbido por unidad en peso de adsorbente sélido, y C es la concentracion del soluto
que permanece en solucion en el equilibrio. La isoterma de adsorcion es una funcion de la

variacion de la adsorcion con la concentracion de adsorbato en el seno de la solucion y a

temperatura constante.

Puede ocurrir varios tipos de relaciones isotérmicas de adsorcion. La relacion mas comin
entre q. y C se obtiene para los sistemas en que la adsorcion desde la solucion da lugar a la

deposicion de una capa aparente de moléculas de soluto sobre la superficie del solido.
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Un modelo para relacionar la adsorcidn isotérmica es la ecuacion de Freundlich o van
Bemmelen, el cual se ha utilizado ampliamente durante muchos aiios. Esta ecuacion es un

caso especial para energias superficiales heterogéneas. La ecuacion de Freundlich tiene la

forma general

g.=KeC™ (Ec. 1)

en donde Ky y nson constantes, y n>1(Kg « RTnbe™¥T)

La ecuacion de Freundlich es basicamente empirica pero es un instrumento Util para describir

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

ecuacion

log g.=log K¢ + 1 log C (Ec. 2)
n

El resultado de este ajuste es una linea recta con pendiente 1/n y ordenada al origen es igual
al valor de log Ky para C=I (logC = 0). La ordenada al origen es una indicacion aproximada
de la capacidad de adsorcion del sistema y la pendiente 1/n, de la intensidad de adsorcion, La
ecuacion de Freundlich concuerda bastante bien con la ecuacion de Langmuir para datos

experimentales dentro de un intervalo de concentraciones bajas y moderadas

La ecuacion de Freundlich se suele usar para comparar carbones activados en polvo o
granulares utilizados en el tratamiento del agua. La cantidad adsorbida. q. , es igual a
(C,-C)/D,, siendo C, 1a concentracion de fenol u otro contaminante v D, la dosificacion de

carbon. es decir, el peso por unidad de volumen, La sustitucion en la ecuacion (Ec. 2) da:

log

0

= long-f-—l-logC (Ec. 3)
n
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La velocidad con que las sustancias organicas disueltas son eliminadas de las soluciones
acuosas por el adsorbente solido, es un factor muy importante para la aplicacion de este

proceso en el control de la calidad del agua.

2.5. Materiales utilizados en la inmovilizacion

Anteriormente s¢ ha mencionado la importancia de la eleccion del material para inmovilizar
microorganismos de acuerdo con sus propiedades fisicas y quimicas. En el presente trabajo
se utilizaron tres materiales (tezontle, carbon activado y arena) para inmovilizacion por

adsorcion y un material polimérico (alginato de calcio) para la inmovilizacion por

atrapamiento.

2.51. Tezontle

El tezontle es una piedra porosa de origen volcinico, formado por las erupciones
neumoliticas efectuadas en el periodo Jurisico de la era terciaria. Pertenece al tipo de rocas
igneas o magmaticas. Otros nombres que recibe son tesontle, tesoncle, tesonclale. tezontli.

tezontlate, tezontlallil, piedra pomez roja o colorada.

Se le da uso de adomo de paredes pisos, rellenos. Es un material de bajo costo, duro.
resistente y de estructura porosa. Su composicion exacta es desconocida por depender del
lugar de extraccion, varia su color segin sea su estado de oxidacion que va desde rojo hasta
el negro. La composicion quimica es la de una roca basaltica que usualmente contiene entre

48% a 52% en silice. Una compaosicion tipica es la mostrada en la Tabla 13.

23



Capitulo 2

Antecedentes
Tabla 13 Composicion comiin de Tezontle
Compuesto Composicion % Compuesto  Composicion %
Si0, 49.2% Ca0 9.47%
Tio; 1.34% NaZO 2.91%
AlLO, 15.02% K0 1.10%
FeO, 3.74% H,0+ 0.95%
FeO 713% HO 0.43%
MgO 6.73% P0Os 0.35%

2.5.2. Alginato de calcio

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

alginico. El alginato mas comin y de mayor comercializacion es el alginato de sodio,

El alginato es encontrado en todas las especies de algas cafés, en el cual es un constituyente
importante de las paredes celulares, pero solo unas pocas especies son fuentes comerciales

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

El alginato es encontrado en todas las especies Phaepphyceae denominadas algas cafés. La
fuente mas grande de produccion de alginato comercial es por la Macrocystis pyrifera,
Laminaria digitata, y Ascophyllum nodosum. Algunas otras especies son utilizadas para la

produccion pero en menor cantidad, como son Eklonia maxima, Eisenia bicyclis, Eklomia
cava.

Algunas de estas especies no llegan a ser utilizadas para obtencion economicas de alginato

debido a sus dificultades de extraccion, por falta de resistencia o algunos otros problemas de
proceso.
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Figura 5 Red del alginato de calcio.

Dentro de los usos que se le han dado al alginato estan las pinturas acuosas, la suspension de
pigmentos y el control de la viscosidad. También se usa en la industria de la ceramica, en
aerosoles de insecticidas y herbicidas (donde se le da el uso de agente de suspension), como

floculante para mejorar las caracteristicas de sedimentacion de particulas en el tratamiento

de aguas residuales.

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

para la fabricacion de biocatalizadores en la industria biotecnologica.

2.5.3. Carbon activado.

El carbon activado se produce mediante procesos fisico-quimicos a altas temperaturas a
partir de diferentes materiales como el coco, existiendo una gran gama de origen mineral. A
partir del tratamiento de diferentes materiales se logra la formacion de poros mimisculos, los
cuales hacen que la particula de carbon se asemeje a una esponja microscopica. Estos poros

dan una enorme area de adsorcion en donde se retienen una amplia gama de impurezas y
toxicos.

La superficie de contacto desarrollado en un carbon activado es tan grande que un solo
gramo de éste producto puede tener entre 450 y 1800 metros cuadrados de superficie de

contacto, razon por la cual importantes cantidades de material pueden ser removidas.
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Los poros de carbon deben ser del tamaiio aproximado de las moléculas o impurezas que

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

mineral con distintas propiedades,

Las impurezas quedan adsorbidas en la superficie intema y externa de los micro y macro
poros del carbon activado, el cual al ser eliminado del material tratado, ya sea por filtracion

o bien por percolacion, llevando consigo las impurezas.

Los carbones activados se utilizan en diferentes industrias de alimentos, como en la
refinacion de azicar, purificacion de bebidas alcohalicas, purificacion de grenetina, vinagre,
jugos de frutas, y en el proceso de descafeinado; también se le utiliza en el tratamiento de
aguas residuales, en la decoloracion y purificacion de grasas y aceites, en la purificacion de
productos quimicos y en la refinacion del petroleo, aprovechado como adsorbente de
toxicos por sus propiedades fisicoquimicas de adsorcion. El carbon activado es uno de los
adsorbentes mas utilizados en la industria para la purificacion de soluciones, En la Tabla 14

se dan algunas caracteristicas del carbones activados comerciales,

Tabla 14 Propiedades de carbon activado

(CLARIMEX S.A)

PROPIEDAD madera €0co lignita hulla bit.

iNombre comercial VG CS CAGR CAGRB (8*30)
l@nmedad 12 % max 6% 4% 2%
pH 24 9 '5-6 8
AAM (Transicion) A 25 NR 25 25
ARM (Macroporo) A 99 NR 102 92
NI mg/g (Microporo) 800 550 650 950
Densidad aparente 0.22-0.25 0.45-0.52 038 0.47
Solubles en H,O 5% - - -
Area Superficial m2/g . 550 650 1050
Volumen poro mi/g . 0.32 0.95 0.8
No. de abrasion (ASTM) - 95 80 88
Diametro poro prom. A . . 56 30

Notas:

AAM: Diametro en A de poros médios
ARM: Diametro en A de macroporo
NI: Nivel de lodo
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2.5.4. Arena

Se utilizo arena cristalina de tipo silica o silice, SiO,, la cual es una sustancia dura con un
punto de fusién muy alto (aproximado a 1600°C). La silice se encuentra en la naturaleza en
tres formas diferentes: cuarzo , cristobalita y trimidita. El cuarzo es el mas abundante de

estos minerales; se encuentra en muchos depésitos como constituyente cristalino de muchas
rocas. Es una sustancia incolora y dura.

Sus cristales pueden identificarse, como dextrogiros o levogiros, por el desarrollo de sus

caras, y también por la direccion en que hacen girar al plano de polarizacion de la luz
polarizada.

El dioxido se silicio es utilizado en la fabricacion de acero dulce, en la fabricacion en nicleos

de transformadores y en la industria de fabricacion del vidrio.

2.6. Aspectos importantes en los sistemas de inmovilizacion de

microoganismos para la biodegradacion de fenoles en agua

2.6.1. Influencia de 1a inmovilizacion en la biodegradacion de fenoles en agua

El atrapamiento evita el crecimiento excesivo del material celular, evitando la acumulacion
de un lodo contaminado, como sucede en los sistemas convencionales de lodos activados y
lagunas aeradas. Particularmente, cuando se emplea la técnica de atrapamiento en un
polimero. se confiere una proteccion al microorganismo contra el efecto inhibidor del toxico.
permitiéndole alcanzar altas tasas de biodegradacion si se comparan con las de los
microorganismos en sistemas libres. Los trabajos de Keweloh (1989) son muy utiles en la

comprension de los mecanismos de proteccion en los sistemas inmovilizados.
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En la Figura 6 se observa una comparacion de las dosis minimas inhibidoras de fenol sobre

tres diferentes bacterias, cuando éstas se encuentran libres e inmovilizadas.
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Figura 6 Concentraciones inhibidoras minimas de fenol para tres bacterias
diferentes en sistemas libres o inmovilizados (Keweloh, 1989)

Los principales problemas para la biodegradacion de fenoles en agua por medio de la
inmovilizacion de células en matriz polimérica son fundamentalmente tres: a) problemas de
transferencia de masa, b) resistencia mecanica del matenal, c) estabilidad del sistema.
Anselmo (1989) reporta un consumo de oxigeno de las células inmovilizadas como un 30%

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

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

Por otro lado, la resistencia mecanica de las matrices depende especificamente del material

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

2.6.2. Mecanismos de degradacion reportados para la biodegradacion de fenoles

Se sabe relativamente poco, en cuanto a los aspectos bioquimicos de la biodegradacion de
fenoles y clorofenoles. Se han reportado que las reacciones de degradacion se llevan a cabo
mediante sistemas enzimaticos todavia no muy bien caracterizados. La secuencia sugerida

para la biodegradacion completa de un policlorado (pentaclorofenol) por Rhodococcus
chloraphenolicus se presenta en la Figura 7.

Uotila (1993) hizo una exhaustiva revision de los mecanismos de degradacion reportados

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

a) Decloracion del intermediario alifitico después de la ruptura oxidativa del anillo

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

diclorofenoles.

b) Decloracion via hidroxilacion (Corynebacterium, Rhodococcus, Mycobacterium,
Arthrobacter, Pseudomonas, Streptomyces, [lavobacterium), aplicable a

pentaclorofenol y otros policlorados.

¢) Decloracion reductiva (Corynebacterium. Rhodococcus,  Mycobacterium,
Arthrobacter, Desulfomonile, Streptomyces 'y Flavobacterium), aplicable a

pentaclorofenol y otros compuestos policlorados.
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Figura 7 Mecanismo de degradacion sugerido por Uotila (1993), para la degradacion completa del
pentaclorofenol por Rhodacoccus chlorophenolicus.

2.6.3. Concentraciones de biodegradacion en sistemas inmovilizados

El nivel de degradacién de fenoles por medio de microorganismos inmovilizados es de gran
importancia en la evaluacion del sistema: se han reportado diferentes capacidades de
eliminacion de toxicos segun el tipo de microrganismo y modo de operacion del sistema. En

la Tabla 15 se muestran algunos valores de trabajos reportados.

En la Figura 8 se muestra la cinética tipica de eliminacion en sistema por lote de 15 g/L de
fenol por Candida utilis y Pseudomonas adsorbidos en carbon activado. asi como la cinética

de crecimiento celular, medida como la densidad optica de las soluciones, leida a 546 nm.
(Ehradh y Rehm, 1985).
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Tabla 15 Concentraciones de sistemas de inmovilizacion reportados

Microorganismo

Material de

Toxico Actividad de Referencia
inmovilizacion biodegradado biodegradacion
(g/L dia)
Pseudomanas sp. | poliacniamida- Fenol 0.030 Bettman y Rhem
hidrazida (PAAH) (1985)
Alcaligenes sp. alginato de calcio 4-clorofenol 0.53 Zache y Rhem
(1985)
Pseudomonas'y | carbon activado Fenol 0.0160 Morse y Rhem
Cnyptococcus (1987)
Pseudomonas
putiday alginato de calcio Fenol 0.981 Zache y Rhem
Criptococcus ..
y quitina (1989)
elinovii .
Morsen y Rhem
Cultivos mixtos | carbon activado Fenol 6.4 (1990)

Como se observa en la Figura 8 Candida utilis requiere 220 horas para degradar totalmente

el fenol, mientras que Pseudomonas no elimina el 100% del fenol inicial en el mismo tiempo.
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Por otro lado, las cinéticas de crecimiento celular para ambos microorganismos, no son las

mismas.
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Figura 8 Cinética de crecimiento y degradacion de fenol por células de Candida y Pseudomonas
adsorbidas en carbon activado, después de 1a adicion de 15 g/L de fenol (Ehrhard y Rhem, 1985).

6.3.4. Factores que influyen en la biodegradacion de compuestos fendlicos

En la biodegradacion de toxicos como los fenoles, ciertos parimetros y condiciones de

operacion influyen en la velocidad y eficiencia de biodegradacion.

Diferentes trabajos, muestran la influencia de los parametros en la realizacion de las pruebas
como lo son: la temperatura, el pH, el nivel de oxigeno disuelto, tipo y concentracion del

toxico.
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Cabe mencionar que dependiendo del tipo de microorganismo utilizado estos parametros

pueden variar, no siendo generalizables para todos los sistemas,

En la Figura 9 se muestra una cinética tipica del proceso continuo de eliminacion de fenol y

clorofenol, en este caso se trata de Pseudomonas putida, inmovilizada en poliacrilamida-
hidrazida (Bettmann y Rehm, 1985).

a_2ig/L
1 V% 2 J-'—"——s——‘-l 2 r's"r——r_—‘g

100 200 300 300
Tiempo (h)

Figura 9 Cinética de degradacion de fenol y 4-clorofenal por Pseudomonas putida.

Como se puede observar en la Figura 9, el fenol y clorofenol fueron adicionados en
concentraciones variables (fenol, 1-5 g/L; clorofenol 2.5-6.5 mg/L). El nivel de aeracion fue
de 1.5 vohimenes por volumen de medio (vvm). Es interesante notar que la degradacion de
fenol estuvo directamente realcionada con el pH del medio, cuando este bajo a niveles
menores a 4.5-5, 1a actividad de degradacion del fenol fue disminuida y se observaron trazas

de fenoles en la corriente de salida. Al restaurar el pH a un nivel de 6.0, la biodegradacion se
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reinicio. Este sistema presentd una velocidad de degradacion de fenol de 7.2 g/L dia en
promedio.

Desafortunadamente, existe una gran dispersion en los trabajos publicados en la literatura
relacionados con los sistemas empleados y el modo de operar. Es dificil hacer
comparaciones entre sistemas, ya que los pocos trabajos se desarrollaron tratando diversos

compuestos toxicos, empleando diferentes cepas (hongos, bacterias, levaduras),
inmovilizadas en diferentes materiales.
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Objetivos

Objetivo General:

Recomendar un material como soporte para la fabricacion de un biocatalizador y definir
las condiciones de operacion de una columna empacada con el biocatalizador para la

eliminacion de fenoles en agua.

Metas particulares:

e Caracterizar los soportes utilizados en la inmovilizacion de Pseudomonas

Sluorescens.

o Evaluar la capacidad de inmovilizacién de bacteria en los soportes por adsorcién o
atrapamiento.

o Evaluar la adsorcion de fenoles por los diferentes empaques utilizados.

o Evaluar el efecto del tipo y concentracion del toxico, temperatura, pH y oxigeno
disuelto en la operacion de una columna empacada con un biocatalizador
recomendado para la biodegradacion de fenoles en agua, por operacion en lote.

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

empacada para la degradacion de fenoles en agua.
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Materiales y métodos

3.1. Caracterizacion fisico-quimica de soportes

Materiales utilizados para caracterizacion:

Tezontle (Totolzingo, Hidalgo
Arena silica (Rancho Alegre S.A. ,Veracruz)
Carbon activado (Marca Clarimex S.A, VG14x34)

233D

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

3.1.1. Granulometria de los soportes

Se realizo6 la granulometria de muestras originales de los materiales adquiridos; para lo cual
se utilizo un equipo de cribado mecanico (ROTAP), operando automaticamente durante 15
minutos, por medio de un equipo de mallas (Mont-inox, México) del numeracion 3/8” a 35
(9.5 mm a 0.5 mm). Se obtuvo el peso del material retenido en cada malla y se construyo su
respectiva curva granulométrica del material. Para todos los materiales se seleccionaron las
particulas de las mallas 12, 14 y 16 con apertura de 1.41 mm, 119 mm, 113 mm

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

se daran en la discusion posterior.

3.1.2. Densidad aparente y real

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

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

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

Para determinar esta propiedad se realizaron los siguientes pasos:

a) Se toma una muestra apropiada de acuerdo al material, la cual se lava y seca a
103°C durante 24 horas

b) Se enfria 1a muestra en un desecador y se introduce en una probeta graduada, se
agita y se deja asentar en forma natural, se le dan unos pequeiios golpes en el
fondo para asegurar su distribucion y asentamiento

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

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

Calculos: Densidad aparente = Peso material / volumen aparente.

Densidad real
Para determinar esta propiedad se realizaron los siguientes pasos:

a) Se toma una muestra apropiada de acuerdo a el material. la cual se lava y seca a
103°C.

b) Se pesa el material (Pa) y se hierve en 100 mL de agua destilada durante 5 min,
con el fin de expulsar el aire retenido entre los poros del material.

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

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

Calculos: Peso del agua = Peso final - Peso matraz - Peso material
Volumen del agua = Peso del agua / Densidad del agua
Volumen de la muestra = Volumen aforado - Volumen del agua

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

Se aplicd esta técnica a arena, carbon y tezontle

a) Se colocaron 150 g de material en un tubo Jackson de 0.75 m. de largo por
0.028m. de diametro, el cual se llena de agua hasta la mitad.

b) Se agita para extraer el aire.

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

d) Llenar completamente el tubo con agua y colocar el tapon de goma de modo que
no queden burbujas de aire en el interior. |

e) Rotar el tubo rapidamente 150 grados.

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

8) Marcar en el tubo el bordo superior de el material.
h) Remover la mezcla material-agua.

i) Aiiadir agua hasta la marca que se hizo en el cilindro graduado. ‘f

Calculos: Volumen de la muestra = Peso de la muestra / Peso especifico.
Volumen vacio = Volumen hecha por la muestra en el tubo -
Volumen de la muestra

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

3.1.4. Pérdida por ignicion

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

siguiente tratamiento:

a) Se lleva una capsula de porcelana a peso constante después de calcinacion
(700°C).
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b) Se toman aproximadamente 20g de material lavado y secado a 103°C.

c) Se coloca el material en la capsula, se pesa y se introduce a una mufla a 700°C
durante 1 hora.

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

temperatura ambiente y se vuelve a pesar.

Calculos:  Perdida por ignicion = Diferencia de pesos / peso inicial x 100

3.1.5. Solubilidad en dcido clorhidrico y solubilidad en hidréxido de sodio

Se aplico para el tezontle, arena y carbon.

Solubilidad en acido clorhidrico

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

b) Sumergir el material en una solucion 30% de acido clorhidrico en volumen.

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

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

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

Solubilidad en hidroxido de sodio.

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

b) Sumergirla en solucion de hidroxido de sodio al 10%.

¢) Dejar Ia muestra durante 24 horas a temperatura ambiente.

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

Calculos: % Solubilidad al NaOH = Perdida de peso / Peso inicial x 100
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3.2, Conservacién de la cepa, medios de cultivo y condiciones de
crecimiento

Se wtilizo la cepa Pseudomonas fluorescens Ps.9 donada por el Instituto Cubano de
Investigacion y Desarrollo de la Caia de Azicar (ICIDCA), Habana Cuba. La cepa fue

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

Para su cultivo en crecimiento liquido se utilizo medio YPG y el medio minimo reportado

por Dapaah (1992). Para mantener la cepa, se realizo resiembra mensual en medio solido
YPG a partir de su recepcion.

3.2.1. Medios de cultivo.

La composicion del medio rico (YPG) y el medio minimo Dapaah, se describen en las Tablas
16y 17.

Tabla 16 Medio rico de cultivo

Medio YPG
Extracto de levadura® 10g/L
Peptona’ 10g/L
Glucosa® 10g/L
Agar-Agar *° 18g/L

a . . .
Reactivas Bioxon, Mexico

b Agregar tnicamente para medio salido
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Tabla 17 Medio minimo

Medio minimo Daphaa

KH;PO, 0.84g/L
K;HPO," 0.75g/L
(NH,),PO,° 0.48g/L
NaCl ¢ 0.06g/L
CaCl® 0.06g/L
MgSO, ¢ 0.06g/L
FeCl® 0.006g/L

© Reactivos (J.T. Baker)

3.2.2. Condiciones de pH y esterilizacion de los medios

Los dos medios fueron ajustados a un pH a 7 antes de su esterilizacion la cual se realizo a

121°C por 15 min,

3.2.3 Condiciones de crecimiento

La bacteria Pseudomonas fluorescens se cultivo en medio liquido (volimenes de trabajo de
50 mL) en matraces Erlenmeyer de 250 mL. Se inocularon con 3 a 4 asadas de material
celular. La incubacion se llevo a cabo por 24 horas a 35°C en un equipo de agitacion (Orbit
3535 Labline Instruments Inc.) a 200 rpm.

El crecimiento en medio minimo Dapaah se realizo inoculando 45 mL de medio minimo con
5 mL de crecimiento en YPG liquido, bajo condiciones estériles. Se incubo durante 24

horas. a 35°C en condiciones de agitacion de 200 rpm.
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3.2.3 Técnicas para la cuantificacion de biomasa
(Densidad optica y conteo directo)

Se utilizaron dos métodos para determinar el nivel de crecimiento de la biomasa presente.
La primera fue la técnica espectrofotométrica de densidad optica, 1a cual consistio en hacer
una dilucion de ImL de medio crecido en 9 mL de medio minimo, determinandole sus

propiedades de absorbancia en un equipo espectrofotométrico Perkin-Elmer; Lambda
3B:UV/VIS a una longitud de onda de 610 nm.

El segundo método fue el de conteo directo en placa, que consiste en sembrar | mL de
muestra liquida conteniendo biomasa de las diluciones adecuadas en solucion salina. El

conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) se obtiene después de incubar 24 horas a
35-36°C.,

El plaqueo se realizo en cajas Petri con medio YPG solido y la incubacion se realizo en un
equipo UVWR-1540 Scientific Inc. a una temperatura de 35°C. Después de 24 horas se

procedio a realizar el conteo visual de UFC en un equipo contador Darkield Quebec, colony
counter.

3.3. Inmovilizacién de Pseudomonas fluorescens Ps9

3.3.1. Inmovilizacién por adsorcion de 1a bacteria en tezontle, arena y carbén activado

Se empaco una columna de vidrio de 29.1 cm’ de volumen con cada soporte y se hizo
circular 100 mL. de un cultivo de crecimiento de células en YPG con una densidad optica
(0D ™) aproximada de 0.250 durante 24 horas en flujo ascendente por medio de una

bomba peristaltica con cabezal (Cole Parmer 7016-20), a un flujo de 30 mL/min como se

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

Indculo para
recirculacion

Figura 10 Sistema de inmovilizacion por adsorcion.

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

utilizo la técnica de conteo directo de colonias a partir de dos particulas sustraidas de la
parte superior de la columna.

3.3.2, Inmovilizacion por atrapamiento de Pseudomonas fluorescens en matriz

polimérica.

La inmovilizacion de bacteria se realizo en una matriz polimérica de alginato de calcio. Para
su elaboracion se partio de una mezcla de una pasta de biomasa obtenida por centrifugacion

en un equipo Bioblock 433 1, mezclada con una solucion al 3% en peso de alginato de sodio.

La mezcla homogénea se disperso en forma de pequeiias gotas por medio de un dispositivo

de extruccion con flujo axial de aire sobre una solucidn 0.1 M. de CaCl, como se muestra en
la Figura 11.
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Mezcla
celulas-alginato

5 o Flujode
i aire

(] CaCl
. — 0.l M

Figura 11 Sistema de fabricacion de biocatalizador

de alginato de calcio.

La variacion en el flujo de aire del sistema modifico el tamafio de particulas. Las particulas

esféricas gelificadas se mantuvieron por espacio de una hora en la solucion de CaCl.

3.4. Determinacion de fenoles

Se realizo la determinacion cuantitativa de los fenoles presentes en solucion por medio de la

técnica colorimétrica de la 4-aminoantipirina, basada en Fenoles No. 5530 del Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (1992)

Soluciones empleadas en el método.

Solucion Hidroxido de amonio (10% en volumen)
Solucion tampon de fosfatos (pH=6.8)
Solucion 4-aminoantipirina (2% en peso)
Ferrocianuro de Potasio (8% en peso)

La técnica original se miniaturizd para minimizar el volumen de muestra quedando como a
continuacion se describe:
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Se tomaron 100 uL. de muestra, se aforaron a 10 mL con agua destilada. Se le agregaron
250 pL de solucion de hidroxido de amonio y de solucion tampon de fosfatos (un volumen
no superior a 150 uL) hasta obtener un pH cercano a 7. Se homogeneizé con ayuda de un
vortex (Thermolyne Max Mix plus). Posteriormente, se agregaron 100 puL de solucion de 4-
aminoantipirina y 100 pL de la solucion de ferrocianuro de potasio. Se homogeneizo
completamente y se dejaron transcurrir 15 minutos antes de realizar la lectura a longitud de
onda de 500 nm en un espectrofotometro Perkin Elmer, Lamda 3B. Apoyandose en una
curva de calibracion previamente realizada se determind cuantitativamente la concentracion

presente de fenoles presentes. Se utilizo una curva de calibracion para cada compuesto.

3.5. Adsorcion de téxicos.

3.5.1. Técnica experimental de adsorcion.

La adsorcion de toxicos en los diferentes materiales se evalué utilizando en equipo de
agitacion de velocidad variable con 6 plazas (Phipps & Bird Stirred Mod. 779-400),
mostrado en la Figura 12. En 6 vasos de precipitado de |1 L de volumen se colocaron 500

mL de solucion, | g/L de fenol y 0.1 g/L. de clorofenoles, utilizando medio minimo Dapaah

como solucion de dilucion.

Se utilizo el vaso No. | como blanco del experimento y del vaso No, 2 al No. 6 se agregaron

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

Se tomaron muestras de cada vaso a diferentes tiempos en minutos con el fin de determinar
las concentraciones de fenol en la solucion hasta la concentracion al equilibrio. A las
muestras se les aplico la técnica colorimétrica de 4-aminoantipirina para determinar la

concentracion de fenol en las soluciones,
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| s

Figura 12 Equipo de agitacion con velocidad variable
Phipps & Bird.

El equipo de seis plazas con agitacion a velocidad variable se opero a 300 rpm en las

experiencias realizadas.

3.5.2. Isotermas de adsorcion.

Se utilizé el modelo de Freundlich para ajustar los datos experimentales obtenidos de las
pruebas. Inicialmente se grafico de cada experiencia el tiempo contra las concentraciones de
fenol en las soluciones. A partir de estas grificas se obtuvieron las correspondientes
concentraciones al equilibrio (C.,), las cuales fueron determinadas como las menores
concentraciones alcanzadas. En el caso de remocion total, se tomaron las ultimas lecturas
detectables y a partir de ellas, se grafico el log Ceq vs log X/C., De esta grifica se
obtuvieron por ajuste la pendiente y la ordenada al origen. con las que calculindole su

antilogaritmo se obtienen » y £, respectivamente.

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

3.6.1. Montaje del sistema de columna empacada

Se empaco una columna de vidrio de 29.1 cm’ de volumen de capacidad con cada miaterial y

se procedio a la inmovilizacion de la bacteria Pseudomonas fluorescens. Previamente se
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determino el peso del material seco utilizado. Se bombeo a 30 mL/min la solucion de 100
ml de medio minimo con una concentracion conocida de fenol, 2-clorofenol, 2,4-
diclorofenol, o 2,4,6-triclorofenol, en experiencias independientes. Se determin la
concentracion del toxico por medio de la técnica colorimétrica de la 4-aminoantipirina a
través del tiempo de operacion, hasta lograr una eliminacion del 95 %. Posterior a la
degradacion del toxico se somete el sistema a una nueva dosis con el mismo modo de

operacion .

En la Figura 13 se muestra el sistema utilizado para la biodegradacion de fenoles por medio
de un biocatalizador empacado en columna,

Columna empacada
con biocatalizador

Solucion con toxico

Alimentacion

Figura 13 Sistema de columna empacada con biocatalizador

para la biodegradacion de fenoles en agua

3.6.2. Determinacion de biomasa inmovilizada

Después de cada experiencia de biodegradacion de algin toxico se procedio a la
determinacion de la cantidad presente de biomasa immnovilizada. Esta fue cuantificada por
medio de la técnica de conteo directo por plaqueo de una muestra de dos particulas tomadas

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

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

La columna se operd a temperatura ambiente en la mayoria de las experiencias. Esta se
designo como TNC (temperatura no controlada), ya que hubo variaciones considerables
durante el dia y la noche, entre 14 y 25 °C, Para las experiencias a temperaturas diferentes a

la ambiente, se operd dentro del cuarto de incubacion (35-36°C) y el cuarto frio (15°C) en
cada caso.

3.6.4. Operacion a un pH inicial determinado

Se llevé la solucion con toxico a un valor de pH diferente con solucion alcalina. También se
evalud el desarrollo de pH durante la operacion por medio de potenciometro Hach one pH

meter model PBL simultaneamente a la biodegradacion del toxico.

3.6.5. Operacién a diferentes niveles de oxigeno disuelto

Se sometid una solucion de medio minimo a burbujeo de aire por 4 horas para lograr la
saturacion de oxigeno, posteriormente se adiciond el toxico y se procedid a la operacion de

la columna, determinando ¢! oxigeno disuelto al final de la biodegradacion con un oximetro
OXY mod.4332.

3.6.6. Determinacion de carbon organico total

El carbon orgénico total (COT) se determind de muestras tomadas a diferentes tiempos de la

biodegradacion con un equipo TOC 5050 Shimadzu.
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4. Resultados y Discusion.

4.1. Caracterizacion de los materiales

4.1.1. Granulometria de los materiales

Los materiales elegidos para la inmovilizacion fueron tezontle, carbon activado, arena y
alginato de calcio, como se menciond. Se determinaron las granulometrias de las muestras
originales para conocer la cantidad que fuese necesaria tamizar para obtener una cierta
cantidad del tamaiio de particula deseado. En el Anexo A se muestran los resultados del
material retenido en las mallas y las curvas granulométricas correspondientes, mostrando

gran diferencia entre si, con distintos tamaiios efectivos de particula como se muestra en la
Tabla 18.

Tabla 18 Propiedades granulométricas de los materiales
(muestras originales)

Material Tamaiio efectivo Coeficiente de
TE. uniformidad C.U.
Tezontle 9.2 0.6
Carbon activado 1.40 0.8
Arena 1.5 0.7

En los sistemas de empaque con biocatalizadores, la velocidad de reaccion se ve afectada
por la velocidad de difusion del sustrato desde la superficie del biocatalizador hasta el sitio
donde se encuentra la enzima en el interior de la particula. Se han propuesto dos alterativas

para minimizar los efectos difusionales internos que son las siguientes:
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1) Disminuir la carga enzimatica o celular
2) Disminuir el tamaiio de particula.

Se prefiere la segunda opcion, eligiendo un tamaiio de particula pequeiio, teniendo en cuenta

el evitar problemas de altas caidas de presion en caso de emplearlo en un reactor de lecho
empacado.

El tamafio de particula de los materiales a utilizar se selecciono por los intervalos
recomendados en la literatura por Martinsen (1987), que seiialan que sean de 1 a 2 mm. Las
limitaciones difusionales internas representan con frecuencia un problema importante en los

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

A partir de las recomendaciones difusionales, y cuidando una alta tasa de inmovilizacion de
bacterias, se decidio utilizar tamaiios de particulas de 1.13, 1.19 y 141 mm, que
corresponden a las mallas 16, 14 y 12 en proporciones equivalentes de peso. La eleccion de

este tamaiio de particula se aplico a todos los materiales, para obtencion de sistemas
comparables entre si.

4.1.2. Caracterizacion fisico quimica de los materiales

Al material seleccionado con un tamaiio de particula entre 1.13 y 1.41 mm. se le realizaron

determinacion de las propiedades fisico-quimicas. En la Tabla 19 se muestran los valores

numeéricos de ellos.

Se puede observar una gran diferencia entre las deusidades reales de los materiales, desde
1.38 hasta 3.15 g/mL. Las densidades aparentes también resultaron diferentes entre si. con
valores de 027 a 1.49 g/mL. Es necesario tomar en cuenta estas propiedades
cuantitativamente en caso de escalamiento industrial del proceso, para su manejo y disefio
del sistema; en el caso de una columna empacada, para elegir el material de construccion de

la columna de acuerdo a el esfuerzo sometido por el peso del material.
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Tabla 19 Caracteristicas fisico-quimicas de los materiales.

Material | Densidad | Densidad | Porosidad | (%) | Solubilidad | Solubilidad| Pérdida
aparente real (%) Humedad en en por
(gmL) | (g/mlL) HQ NaOH | Ignicién
(%) (%) (%)
Arena 149 315 51.81 0.0 0.221 0.321 045
Tezontle 0.77 2.60 65.09 0.0 323 1.36 0.713
Carbon 027 1.38 68.00 0.0 17.60 11.66 16.11
activado
Alginato 0.95 201 £=0.74' 93.0 NE. NE. NE.
de calcio
(3%)

Notas. * € representa la fraccion de vacio de la particula, reportado por Quirasco, 1994,

N.E. No Evaluada

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

solubilidad en acido, solubilidad en base y pérdida por ignicion. Las mejores cualidades de

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

Para los materiales utilizados como soportes en la inmovilizacion de células por adsorcion la

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

Los materiales que presentaron los porcientos mas altos de porosidad fueron el carbon
activado (68%) y el tezontle (65%) lo que les confiere cualidades favorables para la
inmovilizacion de bacterias; con fines comparativos se incluye en la Tabla 16 la fraccion de

vacio de las particulas de alginato de calcio (74%).
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4.1.3. Capacidades de inmovilizacion de los materiales

Para la inmovilizacion de Psudomonas fluorescens Ps9 por atrapamiento o adsorcion se
utilizo la técnica descrita en el capitulo 3. Se obtuvieron los resultados de capacidad de
retencion de biomasa por medio de la técnica de conteo directo mostrados en la Tabla 20.
La mejor capacidad de inmovilizacion fue la del carbon activado (4.69x10"* UFC/g..). Dada
la propiedad de alta adsorcion del carbon activado, no es de sorprender su alto nivel de
inmovilizacién. El tezontle mostré una capacidad atractiva (1.39x10"' UFC/g.,\) ya esperada

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

materiales.

Finalmente, la capacidad de inmovilizacion por atrapamiento medida para alginato de calcio
al (3%) fue de (8.43x10" UFC/g..). La capacidad de inmovilizacion de los materiales parece
ser una funcion de la porosidad de los mismos, pero sin duda intervienen otros factores

fisicoquimicos en la interaccion del microorganismo y el material usado como soporte.

Tabla 20 Capacidades de inmovilizacién de los materiales

Carga celular

Materiales

(UFC/ ut)
Arena 8.43x10*
Tezontle 1.39x10"
Carbon activado 4.69x10"

(4.0x10°)*
Alginato de calcio (3%) 3.85x10"

* Reportado por (Erhardt, 1985)
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4.1.4. Adsorcion de los tdxicos en los materiales

La adsorcion de los toxicos en los diferentes materiales es de gran importancia, se realizaron
esta cualidad de los materiales no con fin de evaluarlo como un meétodo directo de
eliminacion de toxico, sino como un anilisis de la compatibilidad del sistemas inmovilizado

para mantener una mejor y mayor interaccion del toxico con el material-soporte.

Las pruebas de adsorcion fueron realizadas como se describio en el capitulo 3, las

correspondientes graficas de isotermas de adsorcion se encuentran en ¢l Anexo B,

Las experiencias de las pruebas de adsorcion se llevaron a cabo utilizando cuatro materiales
como bases del biocatalizador y fenoles como toxicos. Por medio de un ajuste de los
resultados a la ecuacion de isoterma de adsorcion de Freundlich, se obtuvieron las

constantes de las isotermas que son k y », ademis de la concentracion de adsorcion maxima
mostradas en la Tabla 21.

El carbon activado tiene una alta capacidad de adsorcion de fenoles, logrando remociones de
fenol 1g/L de hasta 79%, mientras que el alginato de calcio adsorbe unicamente el 13% y el
tezontle 8%. En el caso de la arena, ésta no presento adsorcion registrable del los
compuestos toxicos. Para el caso de los clorofenoles se lograron remociones entre 94% y

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

Las constantes de la ecuacion de Freundlich obtenidas y comparadas con las registradas en la
literatura son muy diferentes ya que generalmente es muy dificil comparar los valores de las
constantes de diferentes trabajos. Estos dependen del material utilizado como adsorbente, por
ejemplo en el caso particular de el carbon activado es necesario tomar en cuenta el tamaiio de
particula y el origen mineral o vegetal entre otras caracteristicas. Es importante la concentracion

manejada del toxico a adsorber y algunas condiciones de las pruebas de adsorcion como,

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

Téxico Material % Maximo
(Adsorbato) (Adsorbente) adsorcion k n r
Fenol Carbon activado 79.84 2,00 1.93 0.99
0.0478" | 2.44° NR
2-clorofenol Carbon activado 94.03 322.40 1.48 0.94
262.5° | 11.90° | NR
3.200° 0.143° 0.998°
2,4 -diclorofenol | Carbon activado 99.74 238.28 1.87 098
2.89° 0.09° 0.99°
24,6-triclorofenol | Carbon activado 99.84 147.53 2,25 0.97
3.06° 0.08° 0.99°
Fenol Tezontle 8.12 1.68 1.49 0.95
Fenol Alginato de calcio 13.21 1.59 1.52 .0,96
2-clorofenol Alginato de calcio 38.31 15.32 4.65 0.90
2,4 -diclorofenol | Alginato de calcio 31.34 6.63x10° | 5.06x107 | 0.97
2.4,6-triclorofenol { Alginato de calcio 40.47 5.77x10" | 3.15x10° | 0.98
Fenol Arena - - - -
Notas:
N.R. no reportado

* (Singer y Yen, 1990)
® (Vidic, 1992)
¢ (Peter, 1995)

En términos generales se observa la disminucion del valor de la constante k a medida que
aumenta el numero de cloros presentes en la molécula del toxico. teniendo el 2-clorofenol el valor

mas alto, mientras que el 2,4,6,-triclorofenol el més bajo.

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

adsorcion en carbon activado que el 2,4-diclorrofenol y 2.4,6-triclorofenol. Lo anterior se basa en
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que un sistema de adsorcion con valor de k mas alto presenta una mayor y mejor afinidad entre
adsorbato y adsorbente.

La finalidad de la realizacion de pruebas de adsorcion de los toxicos en los materiales sin biomasa
inmovilizada es determinar el nivel de afinidad de los fenoles a los materiales ya que, se beneficia
la disponibilidad del téxico en el biocatalizador para su mejor biodegradacion.

La adsorcion mixima de fenol 1 g/L para el carbon activado fue de 79%, y en el caso de
clorofenoles 0.1 g/L, de 99%.

El tezontle y el alginato de calcio lograron una adsorcion mixima de fenol 1 g/L de 8% y 13%
respectivamente. Estos dos materiales no lograron tan altas eficiencias de adsorcion como el
carbon activado, pero tienen capacidades de adsorcion interesantes, que demuestran una

moderada afinidad por los toxicos. En el caso particular de la arena, no se observo adsorcion de

toxicos.

4.1.5, Eleccion del biocatalizador para su utilizacion en columna empacada

En la eleccidn del material a utilizar para la fabricacion del biocatalizador es importante evaluar

las ventajas y desventajas que presenta cada uno de ellos.

Se procedio a realizar una comparacion de dichas caracteristicas con la finalidad de elegir el que
mayores ventajas ofrezca a nuestras conveniencias. Dentro de las caracteristicas mas importantes
a tomarse en cuenta se encuentran: la dureza, la capacidad de inmovilizacion de células, la
capacidad de adsorcion de toxicos, su abundancia y disponibilidad, el costo del proceso de

inmovilizacion, la factibilidad y la economia del proceso.

A continuacion en la Tabla 22 se presentan de manera cualitativa las caracteristicas de los

materiales.
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Tabla 22 Comparacién de soportes

Material Dureza Capacidad de Capacidad de Facilidad y Economia en
inmovilizacion adsorcion de econonuiaen la Precio
taxico técnica de
inmovilizacion
Arena Buena Baja Baja Buena Buena
Tezontle Buena Media Media Buena Buena
Carbon Media Buena Buena Buena Baja
activado
Alginato de Baja Buena Media Baja Media
calcio

Todas las caracteristicas se contemplaron con la vision de utilizar los biocatalizadores en el
posterior escalamiento del proceso.

En la dureza, los materiales inertes mostraron una enorme superioridad ante la matriz
polimérica, Una de las desventajas que presenta la inmovilizacién en alginato de calcio, es su alta
deformacion por esfuerzo en el intercontacto de las particulas al ser empacadas, ademas de ser
soluble en condiciones extremas de acidez y alcalinidad, ademas de ser sensible a la presencia de

iones posiblemente presentes en aguas contammadas a tratar.

En cuanto a la capacidad de inmovilizacion de células, el carbon activado y el alginato de calcio
presentaron los valores mas altos, seguidos det tezontle, quien mostr6 una buena capacidad de
inmovilizacion de 1.39x10" UFC/gupme. La arema, en cambio, por sus caracteristicas fue

descartada como posible soporte en el trabajo posterior.

En cuanto a la capacidad de adsorcion de toxicos, como ya se discutio anteriormente, el carbon
activado mostro las mejores caracteristicas como adsorbente, mientras que el alginato de calcio y

el tezontle tuvieron capacidades medias de adsorcion de toxicos.
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Si se analiza la factibilidad de la técnica de inmovilizacion, en el caso de tezontle y el carbon
activado realizadas por adsorcion, la técnica es sencilla y en consecuencia econdmica. En el caso
de la mmovilizacion en alginato de calcio, es necesario montar una metodologia compleja

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

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

presentan a continuacion en la Tabla 23:

Tabla 23 Precios de materiales-soportes

Material Precio (Dolares american 08/kgsoponc)
Arena 0.04
Tezontle 0.15
Carbon activado 1.78
Alginato de calcio 0.95°

* con base en requerimientos de esferas al 3%

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

carbon activado.

De acuerdo con toda la evaluacion anterior se decidio probar como empaque al tezontle. el

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

4.2.1 Biodegradacion de fenol mediante columnas empacadas con biocatalizador de
tezontle, alginato de calcio o carbon activado

De manera comparativa se realizaron pruebas de biodegradacién de fenol utilizando al
tezontle, el alginato de calcio y el carbon activado como materiales-soportes en el
biocatalizador. Los resultados de las cinéticas de biodegradacion de 1000 mg/L de fenol, son
mostrados en la Figura 14. Donde se grafica la concentracion de fenol en funcion del tiempo
de degradacion. Mientras que a la columna empacada con tezontle le tomo 190 horas, para
finalizar la reaccion en la columna empacada con alginato se emplearon 120 horas y en la de

carbon activado selo 24 horas.

g

CONCENTRACION FENOL (mg/L)
g

400 3 :
300 ‘ f |
100 ' 1
0
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~8—TEZONTLE —®—~CARBON —#&~ALGINATO DE CALCIO

Figura 14 Cinéticas de degradacion de 1000 g/L de fenol en columnas empacadas con
biocatalizadores de tezontle, carbon activado y alginato de calcio.
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Es importante seiialar que en el caso de la columna empacada con carbon activado, buena
parte de la remocion se logra unicamente por el fenomeno de adsorcion ya que el proceso de
adsorcion en el carbono puede ser mayor que la biodegradacion. Para disponer de datos mas
representativos, debe trabajarse la columna por lapsos mayores, hasta lograr una saturacion
del carbon activado. En cuanto a la comparacion del sistema de tezontle y alginato de calcio,
éste ultimo degrado en 36% mas ripido que el primero, siendo muy aceptable el sistema de
tezontle. Recordemos que el sistema de tezontle es una inmovilizacion por adsorcion, siendo
mas economico y sencillo en su realizacion, obteniendo éste una atractiva actividad y
velocidad de biodegradacion comparado con el sistema de alginato de calcio que es

inmovilizacion por atrapamiento.

Las actividades de los tres sistemas en la biodegradacion de un nivel superior al 95% son
mostradas en la Figura 15, donde el alginato de calcio supera por casi tres veces al sistema

de tezontle.

8
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TIEMPO (h) 0 %DEGRADACION
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TEZONTLE ALGINATO DE CALCIO CARBON ACTIVADO
SOPORTE o MATERIAL DE INMOVILIZACION

E9% DEGRADACION 0 REMOCION  LOTEMPO DE DEGRADACION (h)  BACTIVIDAD VOLUMETRICA (mg/.dla)

Figura 15 Comparacion de tres biocatalizadores (tezontle, alginato de calcio y carbon activado)
para la biodegradacion de fenol (1000 mg/L)
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Lo ultimo es de sumo interes ya que la técnica de inmovilizacion por adsorcion es mas facil,
y economica, lo que confiere al tezontle una posibilidad amplia de aplicacion al no solo fijar

un numero considerable de microorganismos. sino ademas presenta un cierto potencial de
adsorcion.

4.3. Biodegradacion de fenoles mediante un biocatalizador de tezontle
empacado en columna

Se empaco con tezontle la columna y se operd de acuerdo a lo descrito en el capitulo 3. Se :
realizaron 16 pruebas en operacion por lote con la intencion de observar el efecto que ejerce el
tipo y concentracion de toxico en la poblacion de bacterias y en la actividad de biodegradacion.

Ademas se observo el efecto de la temperatura, pH y el nivel de oxigeno disuelto en la
degradacion de fenoles.

En la Tabla 24 se muestran las experiencias de biodegradacion de forma cronologica.

El biocatalizador de tezontle empleado en las pruebas del apartado anterior, fue guardado por
1872 horas a 4°C y reactivado con medio YPG durante 24 horas. Alcanzando una alta
concentracion de biomasa inmovilizada, Se sometio el sistema a las 16 experiencias, registrando

las cinéticas de degradacion de los toxicos y la cuantificacion de biomasa en el biocatalizador.

En la Tabla 25 se muestran los resultados de las pruebas de forma cronologica. En la Tabla 26 se
muestran las actividades de biodegradacion volumétrica en mg/L. dia por unidad de volumen de

reactor, actividad por kilogramo de biocatalizador mg/kg., dia v actividades especificas como

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

Ne. Toxico Concentracién Pardmetros de
(mg/L) operacién
1 Fenol 100 TNC
2 Fenol 100 TNC
3 Fenol 500 TNC
4 2-clorofenol 350 TNC
5 2,4-diclorofenol 100 TNC
6 2,4-diclorofenol 500 TNC
7 2,4 6-triclorofenol 125 TNC
8 Fenol 1000 TNC
9 2-clorofenol 500 TNC
10 2,4,6 -triclorofenol 350 TNC
1 2-clorofenol 100 35°C
12 2-clorofenol 100 15°C
13 2-clorofencl 100 TNC
14 2-clorofenol 100 TNC, pHini=3
15 2-clorofenol 100 TNC
16 2-clorofenol 100 TNC. §SO

Nota:

TNC: Temperatura No Controlada

SSO: Sofucion saturada de oxigeno
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Tabla 25§ Historia de la operacion de la columna empacada con biocatalizador de tezontie

Toxico Con. inicial (mg/L) | Con. final (mg/L) | Horas de operacién UFC/g | Peso cat. (g) | % Degradacion
Inicial (inmovilizacion) - - ((24) 1,39E+11 318 e
Reactivacion - - {-1872) 1,55E+13 31,77 -
Fenol (TNC) 103 23 96 2,48E+09 31,75 77.5
Fenol (TNC) 91 42 96 2,48E+09 31,73 953
Fenol (TNC) 587 38 216 567E+11 31,71 93,4
2-clorofenol (TNC) 349 4 147 1,11E+12 31.68 98.8
2,4-diclorofenol (TNC) 101 6 79 5,38E+09 31,67 94,0
2,4-diclorofenol (TNC) 480 4 90 2,36E+10 31,65 91,6
2,4.6-tnclorofenol a (TNC) 125 28 99 1,68E+07 31,63 77,8
Fenol (TNC) 966 46 190 2,64E+07 31,61 95,2
2-clorofenol (TNC) 518 6 119 1,76E+10 31.59 98.8
2,4 6-triclorofenol (TNC) 358 17 g5 9,78E+08 31,57 95.2
2-clorofeno} (35°C) 100 9 28 2,21E+12 31,55 94 4
2-clorofenol (15°C) 97 6 114 4,30E+10 31.53 83.5
2-clorofenol (TNC) 109 6 67 6,84E+06 31,51 94,2
2-clorofenal (pH=8) 102 7 42 1,07E+09 31,49 92.8
2-clorafeno! (TNC) 105 6 68 5,87E+08 31,47 93,9
2-clorofenol (SSO) 100 6 40 3,03E+09 31,45 93,4

Notas:

TNC: Temperatura no controlada.

a: Interrupcion de operacion por ruptura de manguera.
(*°C) : Temperatura de operacion.

sso : solucion saturada de oxigeno

(pH=") : pH inicial para la degradacion.

{(()) : Tiempo de aimacenamiento Refrigeracion a 4°C
( ) : Tiempo de inmovilizacion
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Tabla 26 Actividad de la columna empacada con biocatalizador de tezontle

Toxico ACTIVIDAD {mgA. dis) ACTIVIDAD (mgMgg.0ia) | ACT (mg/UPC.dia) 1B %
Inicig " amw) . . . .
Reacuvacin - . . .
Fenol 68.72852234 6297403706 1.539275688 :
Faol ) 42.09621993 38.59641816 1.55610799 i
Fenol T 2096219931 192.3183632 0.033918583
2<lovafenol 193.5619609 1776988488 0.016008878 ‘
2. 4-<diclrofanol 9917786768 91.10847461 1.693466071 ]
Ta-dclarolaol "o 4361970218 400.9658182 1699006433
2.4 64siclorolmol * 81,05800271 74.5891127M 443,8042425 ;
Fanol ™! 199.3488877 167.568254) 1392.303994
r 2 <daratol ™! 354.8470938 326819254 1,836927579
246V richimoliaot ™! 2960390667 2728321217 17.89700631
2-clorotenol ¥%! 265979381 4 2452881851 0011099013
2chorafenol o0 6961765138 60.552315) 0.190819339
2-clorotenol T 126.542543 116.8998085 1708.331411
2-clorofanol 188.0507447 171.87385 2.539275G8R
2Ciorotanol T 119.9876289 110.571106! 155630799
2-clorolancl = 192,1649985 177.1917984 1033914383

™F Temperatura no controlada.

® irterrupcion de operacion por rupture de manguera.
"0 Temperatura de operaciin.

% solucidn satureda de oxgeno

%3 pH inicial para la degradacion.

() Tiempo de nmowizacin

(()) Tiempo de simacenamisnto Refrigeracion s 4°C

4.3.1. Cuantificacion de la poblacién bacteriana del biocatalizador empacado en columna

Durante la operacion de la columna empacada con biocatalizador en las 16 experiencias
realizadas, se cuantificaron las poblaciones bacteriologicas del biocatalizador. Se muestran en la
Figura 16 las UFC/g.« (Unidadesformadoras de colonias / gramo de soporte de biocatalizador) al
finalizar cada prueba vs el tiempo acumulado de operacion de la columna empacada.
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El sistema mantuvo niveles atractivos de poblacion bacteriologica, iniciando la operacion se
presentd un decremento significativo mostrado en las experiencias | y 2 donde llegé a 2.48x10°
UFClges a partir de un valor inicial de 1.55x10" UFC/ge. Lo anterior se atribuye a una
desestabilizacion del sistema sometido a toxico (fenol), a partir de estos puntos s¢ desamrolla una

adaptacion; logrando posteriormente un incremento considerable hasta 5.67x10" UFC/gey .

LOOE+14

1.00E+1) § No. DE EXPERIENCIA EN LA COLUMNA

1 00E+12
1.00E+N
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1.O0E+07

| DDE+06

1 0008
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TIEMPO DE QPERACION DE LA COLUMNA (h)

Figura 16 Comportamiento de biomasa durante la historia de la columna

anpamﬁla con biocatalizador de tezontle

El sistema mostrd los mayores decrementos de biomasa en la experiencias 6,11 y 12. En la
experiencia 6 se muestra una disminucién causada por una alta concentracion (500 mg/L) de
2,4,6-triclorofenol de 2.36x10" UFClg., a 1.68x10" UFC/gc, [En ¢l caso de las experiencia 11 se
atribuye la disminucion a una desestabilizacion en el estado fisiologico de las bacterias causado
por un decremento en la temperatura de operacion (15°C). El decremento fue de 2.12x10%
UFC/g. 3 4.30x10" UFC/g.a.
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En el caso de la experiencia 12 su disminucion de 4.30x10" UFC/g.. a 6.84x10° UFC/g., se

asigna a el transtomo fisioldgico causado por la experiencia anterior de temperatura de operacion
de 15°C.

A pesar de haber sometido al sistema a diferentes tipos de toxicos y concentraciones de los
mismos, mostrd siempre un alto nivel de capacidad de retencion de biomasa activa, entre 1x10” y

1x10" UFClg.y que es aceptable ain operando en condiciones de temperatura no controlada
(TNC), en la mayoria de las experiencias realizadas.

4.3.2 Tiempos y porcentajes de degradacion

Los porcentajes de degradacion del sistema fueron los parametro que se utilizaron para decidir el
tiempo final de operacion por biodegradacion de cada experiencia. En la Figura 17 se muestran

los tiempos de operacion que se requirieron para alcanzar porcentajes de biodegradacion
superiores al 90%.

Los tiempos de degradacion del mismo tipo de fenol no son porporcionales a la concentracion del
toxico. Esto es observado con mayor claridad en el caso de fenol y 2-clorofenol. El tiempo de

biodegradacion depende del tipo y concentracion del toxico y de la adaptacion del sistema a los
toxicos.

Un ejenaplo es el caso de fenol a 500 mg/L donde se utilizaron 216 horas, mientras que para el
fenol 1000 mg/L el sistema tardo un tiempo de 190 horas, no existiendo un aumento
proporcional del tiempo de operacion, contrariamente a lo esperado. Lo anterior es explicado por
medio de la influencia de la adaptacion del sistema a los toxicos, siendo la historia de operacion

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

de los toxicos.
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También se observo una disminucion en los tiempos de degradacion en condiciones de operacion
de 35°C, a un pH inicial de operacion de 8 y con una solucion saturada de oxigeno, de manera
mdependiente. Las pruebas anteriores mostraron un apreciable aumento en su actividad

biodegradadora del toxico comparadas con aquellas donde no fueron controladas en-el sistema, -

150

g g 8

TIEMPO (h) 0 % BIODEGRADACION
]

e 2§88 28§83 8. %3 28113
= ¥ =T S 3 =T % 5§ 38 %, iz ° T & L% 2
§ 6 & T § & § 3= 3% 38 3] T EF %z % §
= o= o= 8w ¥ 9- 9~ T2t 5 & 0§ &8 &
*!Ebvjivi = T 5 0%

¥ 3 00§ & ., S S T S

I T T "77"5’?-9

« 4 o« 4§ o 8

 mtp~TIEMPO DE OPERACION (h) —@—PORCIENTO DE BIODEGRADACION

Figura 17 Tiempos y porcentajes de biodegradacion de fenoles a diferentes concentraciones y
variables condiciones de operacion por columna empacada con biocatalizador de tezontle
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4.3.3 Efecto de la concentracion de téxico

Es importante estudiar la influencia de las concentraciones de los toxicos en la operacion del

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

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

entre las concentraciones y los tiempos de biodegradacion obtenidos, lo anterior sé'ambuye' o que e

las pruebas fueron realizadas en diferentes etapas de adaptablilidad del sistema a los toxicos.

CONCENTRACION DE FENOL (mg/l.)

250

TIEMPO (h)

. —~#—FENOL a 100mg/L. ——FENOL a 500mg/L. —#—FENOL a 1000mg/L

Figura 18 Cinéticas de biodegradacion de fenol para diferentes concentraciones iniciales

Para observar el efecto de las altas concentraciones de toxico en la biomasa se analizo el caso
particular de fenol 1000 mg/L en el que se presentd un incremento en la biomasa contenida en el
biocatalizador, pasando de 1.68x10" UFC/gey a 2.64x10" UFC/g.y al final de la biodegracion, lo
que demuestra que no hubo una intoxicacion del microorganismo.

‘
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Figura 19 Degradacion de fenol a diferentes concentraciones iniciales

Para el caso de la biodegradacion de 2-clorofenol a 100, 350 y 500 mg/L. mostrados en las
Figuras 20 y 21 se tienen resultados similares a los obtenidos para el fenol, donde no se observa
una relacion lineal entre la concentracion del toxico y el tiempo de degradacion. Ademis de tener
un tiempo menor de degradacion a 500 mg/L que a 350 mg/L, lo que se explica por la adaptacion
del microorganismo (historia de la columna). Asi al aumentar las actividades a medida con el

tiempo de operacion de la columna, se logra una mejor adaptacion microbiologica al toxico.
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Figura 20 Cinética de degradacion de 2-clorofenol para diferentes concentraciones iniciales
(100, 350, 500 mg/L)

La biodegradacion de 2-clorofenol no presentd tampoco proporcionalidad respecto a la
concentracion del toxico. Los tiempos de degradacion en el caso de 500 mg/L de 2-clorofenol es
119 horas y para 350 mg/L de 147 horas, lo que en si es una incongruencia. Lo anterior se
atribuye a una capacidad diferente de biodegradacion debida a una adaptabilidad adquirida
durante el tiempo de operacion de la columna.

Cabe resaltar que en el caso de 2-clorfenol a 350 mg/L se realizo a 408 horas de la vida activa
total de la colummna, mientras que para biodegrdar 500 mg/L se realizé a las 1013 horas de la vida
activa total de la misma, teniendo diferentes adaptabilidades y por lo tanto diferentes capacidades
de biodegradacion. Por lo que las experiencias realizadas en tiempos considerables de vida y
operacion de la colunma se muestran menores tiempos de degradacion y con mayores

actividades.
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En los resultado de actividades mostrados en la Figura 21 se ve reflejada la incongruencia de una
menor actividad a una concentracion mas baja, debido a los tiempos de biodegradacion obtenidos
anteriormente discutidos. En trabajos reportados en la literatura no existen comparaciones de las

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

En la comparacion de biodegradacién de toxicos a diferentes concentraciones iniciales, las
actividades de una sistema se ven afectadas por el tiempo de degradacion y por la concentracion
del toxico; en el caso de altas concentraciones, las actividades se ven beneficiadas por tener
mayor disponibilidad del toxico provocado por una mayor velocidad del difusion. Siendo vilido

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

Los trabajos encontrados en la literatura, no mencionan el tiempo de vida total a la cual se
realizaron las pruebas que reportan.
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Figura 21 Degradacion de 2-clorofenol a diferentes concentraciones iniciales
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4.3.4. Efecto de la temperatura sobre la actividad del biocatalizador

Para evaluar el efecto de la temperatura se realizaron pruebas a diferentes temperaturas de
operacion (temperatura no controlada, 15°C'y 35°C) en la degradacion de 100 mg/L de 2-
clorofenol. Los resultados de las cinéticas son mostrados en la Figura 22. En la que se muestra
que para obtener porcentajes de degradacion iguales, se requirieron tiempos muy diferentes. En el
caso de la experiencia a temperatura no controlada se observo un tiempo de degradacion de 114

horas, comparado con el de la operacion a 35°C, que fue de 28 horas.
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Figura 22 Cinéticas de degradacion a diferentes temperaturas de operacion.
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Adicionalmente, la operacion a 15°C se vi6 afectada gravemente por la disminucion de poblacion

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

considerable de bacterias.

En la operacion a 15 °C el tiempo de biodegr‘adaéién fue de 114 horas, siendo 1.7 veces el
requerido a temperatura no controlada, y 4 veces por el requerido a 37 °C de temperatura de
operacion. En la operacion a temperatura no controlada la actividad es aceptable, pero no
comparable con la de operacion a 35°C, ya que ésta es superior al doble de Ia actividad a

temperatura no controlada y cerca de 5 veces comparada con la de operacion a 15°C como se
muestra en la Figura 23.
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Figura 23 Biodegradacion de 2-clorofenol 100 mg/L a diferentes temperaturas de operacion

72



Capitulo 4 Resultados y discusion

Los resultados anteriores sugieren que la bacteria es mesofila, por lo que muestra mejores

actividades de biodegradacion a temperaturas cercanas a 35°C.

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

reportes de temperaturas recomendadas tienores como 25°C para un ‘sistema tntovilizadoen ™

poliacrilamida-hidrazida por Bettman 'y Rhem (1984). La temperatura es un ‘parameétro

importante en la operacion de los sistemas inmovilizados para la eliminacion de toxicos, segin
trabajos reportados se recomiendan temperaturas cercanas a los 35°C ya que en esta los

microorganismos tienen mayor actividad enzimatica y de esta manera adquieren mayor capacidad
biodegradadora ante el toxico.

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

costo energético y por tanto econdmico para el sistema.

4.1.5. Efecto del pH sobre la actividad del biocatalizador

Para observar el efecto del pH sobre la actividad, se realizaron experiencias de degradacion de
100 mg/L de 2-clorofenol variando el pH inicial de la solucion toxica. En la primera experiencia
no se modifico el pH inicial mateniéndose en un valor de 6.79 y en la segunda se llevd la solucion
a un valor iicial de 8.04. Los resultados de las cinéticas de biodegradacion son mostrados en la
Figura 24, donde se puede apreciar que durante la biodegradacion de 2-clorofenol varia el pH de
la solucion toxica debido a la transformacion de las substancias. En efecto, en el caso de una
mineralizacion, el CO; producido y el CI' fiberado acidifican la solucién. El cambio total de pH

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

las mismas concentraciones iniciales de t0xico.
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Figura 24 Cinética de degradacion y pH de 2-clorofenol (100 mg/L)

con diferentes pH iniciales

Es importante sefialar que el cambio mas pronunciado de pH en ambas pruebas es a partir de la
eliminacion del 80% de 2-clorofenol en la solucion. En el caso de variar el pH en 1.25 unidades,

de 6.79 a un valor de 8.04 significd una disminucion en el tiempo de biodegradacion de 34%.

Al trabajar la columna a un pH iicial ligeramente basico disminuye el tiempo de degradacion del
mismo compuesto en condiciones iguales de operacion y sin variar el pH. Adicionalmente a un
pH de 8.04 se presenta en el sistema un crecimiento considerable de microorganismos (6.84x10°
UFC/gy a 1.07x10° UFC/gey.).
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A un pH inicial de la solucién de 8.04 aumenta la actividad del sistema en 33% respecto a la de
6.79, mostradas en la Figura 25, teniendo una gran influencia el pH de la solucidn toxica sobre el
sistema, ya que bajo algunos valores de pH se ven favorecidas cientas reacciones enzimaticas para

Ia biodegradacion del toxico por la bacteria.
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Figura 25 Degradacion de 2-clorofenol 100 mg/L a diferentes pH iniciales

4.3.6. Efecto del oxigeno disuelto en la biodegradacion

El sistema de biodegradacion es de tipo aerobio, por lo que la presencia de oxigeno es
indispensable para llevar a cabo la oxidacion de los compuestos toxicos. Las experiencias 15 y 16

se realizaron para medir la influencia del oxigeno disuelto (0.D.).
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La primera s realizd sin modificar su contenido de oxigeno disuelto, en el caso de la segunda, se

operd con una solucion rica en este compuesto. Los resultados obtenidos son mostrados en la

Figura 26
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Figura 26 Cinéticas de degradacion de 2-clorofenol (100 mg/1)

con diferentes niveles de oxigeno disuelto.

La solucion no modificada inicia con 5.69 mg/L de oxigeno y finaliza a las 68 horas con 2.32
mg/L de oxigeno. En el caso de la solucion saturada de oxigeno el inicio se da con 7.70 mg/L de
oxigeno y finaliza con 4.22 mg/L. Donde para la experiencia 15 (con solucion inicial no saturada)
su tasa de consumo de oxigeno fue de 4.56x10™ mg O,/ UFC dia y para la experiencia 16 (con
solucion inicial saturada) su tasa de consumo de oxigeno fue de 3.66x10"* mg Oy UFC dia

siendo muy semejantes las tasas de consumos de oxigeno.
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Capitulo 4 Resultados y discusion

Ambas experiencias tuvieron un consumo de aproximadamente 3.4 mg/l de oxigeno para
biodegradar 100 mg/L. de 2-clorofenol bajo las mismas condiciones de operacion. Pero
obteniendo diferentes tiempos de biodegradacion bajo semejantes proporciones presentes de
UFC/g.u €n la columna en ambas experiencias.

Se observa una disminucion del 42% en el tiempo de degradacion de la solucion saturada de
oxigeno comparada con la no modificada. Respecto a las actividades de los sistemas ésta se
mejoro con saturacion de oxigeno en un 37% comparada con la no saturada como es mostrado
en la Figura 27, Por lo que respecta a la influencia del nivel de oxigeno sobre la carga biomasica,

en la experiencia con solucion saturada ésta aument6 de 5.87x10° UFC/g.y a 3.03x10° UFC/gea
en el biocatalizador.

| f
[

_fillins

0.0. (589 mgn) 0.D.(7.70 mg)
NIVELES DE OXIiGENO DISUELTO

/MACTIVIDAD (mg/iLdls) 8P DEGRADACION @TIEMPO DEGRADACION (h

Figura 27 Degradacion de 2-clorofenol con diferentes niveles de oxigeno
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La mayor disponibilidad de oxigeno en el sistema logro un aumento en la actividad y el
crecimiento de microorganismos en la colunma, por lo que es importante considerarlo para

mejorar la eficiencia del sistema. Esto tomando en cuenta que los sistemas de aeracion
representan un costos de operacion considerable. -~ - - HE R

4.3.7. Mecanismo de degradacién

La biodegradacion de toxicos tiene como finalidad eliminar la toxicidad del compuesto mediante
la transformacién de éste a otro con menor toxicidad o por una descomposicion total hasta

moléculas elementales (CO, y H,0) denominada mineralizacion.

En la experiencia 15, la biodegradacion de 2-clorofenol 100 mg/L se midieron las cinéticas de
degradacion de fenol, carbon organico total asi como pH, mostradas en la Figura 28.
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Figura 28 Cinéticas de COT y pH en la degradacion de 2-clorofenol (100 mg/L)
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Capitulo 4 Resultados y discusion

Los resultados de las cinéticas permite observar que durante la degradacion, que en la primera
mitad del tiempo total de operacion no se presenta gran disminucion de pH, en la segunda mitad
del tiempo de degradacion se presento la mayor disminucion, lo que permite concluir que existe
una decloracion del intermediario alifitico ya que para esta etapa ha disminuido ‘en’ 80% el -
clorofenol. En esta etapa se forma acido clorhidrico que es el compuesto que influye en mayor
grado a la acidez de la solucion, teniendo en cuenta que el didxido de carbon de la mineralizacion
aporta también acidez a la solucion por la formacién de (HCO;/H2CO;). Es importante sefialar
que la disminucion mas considerable de pH y COT se presentan casi simultineamente, cuando se
llega a una eliminacion del 80% de 2-clorofenol.

Por lo que respecta a el COT (carbon organico total) su disminucion de hasta 86% comprueba
una degradacion hasta mineralizacion mostrado en la Figura 29.
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Figura 29 Procentaje de COT y toxico en la degradacion de 2-clorofenof (100mg/L)
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Lo anterior sugiere que hay una degradacion del tipo decloracion del intermediario alifatico
después de la ruptura oxidativa del anillo aromitico, Segin Uotila, (1993), este mecanismo es

propio de Pseudomonas, Arthrobacter y Rodococcus en la biodegradacion de mono y
diclorofenoles.

4.3.8. Actividades de biodegradacion.

La evaluacion del sistema se realizé mediante el calculo de las actividades volumétrica, mésica y
especifica de cada prueba de biodegradacion.

En la Figura 30 se muestran las actividades obtenidas de las 16 experiencias realizadas.

Las actividades se calcularon de la siguiente forma:

Actividad volumétrica = (Ci-CD*V / t*Vc

Actividad misica = (Ci-Cf)*V/ t*(ma)

Actividad especifica = (Ci-C)*V / t*(UFC)
dnde:  Ci: conomtracidn del nicial del téxico

Cf': canoantracidn final del téxico

V: volumen de la solucidn téxica

Ve volumen de la columna empacada

t :tiempo de biodegradaciin

ma : kilogramo de empaque

Existe congruencia en tendencias de comportamiento de las actividades volumétrica y
especifica, existiendo relacion entre la actividad por volumen de columma respecto a la
capacidad de biodegradacion por cantidad de microorganismos presentes en el
biocatalizador, que corresponde a la actividad especifica. Las actividades obtenidas son

mayores para concentraciones altas de toxicos y a condiciones de operacion de 35°C, pH=8

y con solucion saturada de oxigeno.

Aun existiendo una amplia diversidad de condiciones de operacion durante la historia dela

columna, se obtuvieron altas actividades del sistema comparadas con las registradas en la

literatura.
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Figura 30 Actividades de la operacion de la columna empacada con biocatalizador de tezontle

para biodegradacion de fenoles

4.3.9 Estabilidad del sistema

El sistema de columna empacada con biocatalizador de tezontle mostro alta capacidad de
biodegradacion de fenoles a pesar de suffir fuertes cambios de concentraciones y tipos de
toxicos en la mayoria de las pruebas. El sistema presentd alta capacidad de biodegradacion
de toxico durante toda la historia de la columna empacads. Mostrando resistencia sin
mostrar intoxicacion de los microorganismos en condiciones extremas de cambio de
concentracion y tipo de toxico. Puediendo al controlar parametros de operacion promover

un mejoramiento en la actividad del sistema.
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Considerandose estable el comportamiento del sistema durante toda la historia de operacion

de la columna

La estabilidad del sistema se presento durante todo el periodo de uso del sistema, mostrando
adaptabilidad a los toxicos y presentando en las actividades y la poblacion bacteriologica

incrementos y decrementos comunes sin llegar a afectar considerablemente el sistema,

Cabe sefialar que la columna empacada con biocatalizador de tezontle después de las 16
pruebas realizadas con una operacion superior a las 1500 horas continua con buenas

propiedades para poder seguir siendo utilizada,
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5. Conclusiones

Los sistemas con microorganismos inmovilizacién son una buena altemativa para la eliminacion
de toxicos a altas concentraciones, mostrando ventajas sobre los sistemas de tratamiento
convencionales. La actividad de un biocatalizador depende de su capacidad de inmovilizacion y

retencion debiomasay capacidad de adsorcion del toxico en el material utilizado como soporte.

A partir de las pruebas realizadas con diferentes biocatalizadores, en el presente trabajo se

encontro que:

!

El tezontle tiene una buena capacidad de inmovilizacion de bacterias, ademds de buenas
caracteristicas fisicoquimicas y un bajo costo mostrando ventajas generales sobre otros materiales
como la arena, el carbon activado y el alginato de calcio.

El sistema de columna empacada con biocatalizador de tezontle operado bajo condiciones de
temperatura no controlada, pH no modificado y sin aerar, obtuvo buenas remociones de fenoles a
altas concentraciones (hasta 500 mg/L de clorofenoles y superiores a 1000 mg/L de fenol), sin
presentarse intoxicacion de los microorganismos. Esto hace al sistema adecuado para el
tratamiento de efluentes industriales con altas concentraciones de fenoles, a bajos costos de

inversion y operacion en comparacion con los sistemas convencionales.

Las actividades del sistema de columna empacada con biocatalizador pueden mejorarse con el
control de parametros de operacion como la temperatura, el pH de la solucion y el nivel de
oxigeno disuelto en ciertos rangos. Para aumentar las actividades del sistema se recomienda
temperaturas cercanas a los 35°C, teniendo en cuenta el costo economico que esto representa.
Mantener ¢l pH ligeramente basico (de 7 a 8), aumenta la actividad del sistema. Para el nivel de
aeracion se recomiendan concentraciones cercanas a la saturacion de oxigeno disuelto en la
solucién, lograndose una mejora notable en la actividad del sistema. Cabe sefialar que los

sistemas de control de estos parametros son costosos y tienen elevados costos de operacion.
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Se recomienda al biocatalizador de tezontle como empaque de wna columna para la

biodegradacion de fenoles en agua por lo siguiente:

a) Su alta capacidad de inmovilizacion y retencion de biomasa, capacidad de conservacion
de la actividad enzimética durante su almacenamiento en refrigeracion, ademds de sus

buenas propiedades fisicoquimicas. 1
b) Su resistencia a cambios bruscos en las concentraciones de toxicos.

c) Su alta actividad ain en condiciones de operacion no controladas de temperatura, pH y
contenido de oxigeno disuelto.

d) Posible aumento en la actividad del sistema bajo el control de pardmetros de operacion

como temperatura, pH y oxigeno disuelto en los rangos recomendados.

e) Los cortos tiempos de adaptacion del sistema el toxico comparado con los
convencionales.

f) Subajo costo de inversion y operacion,

Recomendaciones

a) Se recomienda operar el sistema con mezclas de fenoles, para evaluar la influencia de la

presencia simultanea de los toxicos sobre la actividad del catalizador.
b) Evaluar el sistema bajo operacion en continuo por periodos prolongados de tiempo.

¢) Realizar el escalamiento del sistema para una mayor capacidad de tratamiento de agua
contaminada.

d) Realizar pruebas de biodegradacion de aguas residuales industriales contaminadas con
altas concentraciones de fenoles,
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Anexo A

Anexo A

TABLA A1 GRANULOMETRIA DE TEZONTLE

Nombre del material:Tezontle Peso seco:500 g.
Malla No. |Apertura (mm)| Tars de malla (9) | Pesodemala | Pesoretenido | % Retenido % Acumulado
con material M parcial
38" 9,5 638,5 675.8 373 7,48 7468
5/16" 8 886 953,9 67,9 13,58 21,04
1/4" 6,3 610,3 750,9 140,6 28,12 49,16
4 4,76 7499 852,6 102,7 20,54 69,7
12 1,14 403 547.2 144,2 28,84 98,54
14 1,19 399 399,2 0.2 0.04 98,58
16 1,13 402,22 402,3 0,08 0,016 98,596
40 0,402 393,5 | 400,6 7.1 1 1,42 100

FIGURA Al CURVA GRANULOMETRICA DE TEZONTLE

— S :

% ACUMULADO

2.5 8 6.3 4,76 141 1,19 113 0.96

TAMANO DE MALLAS (mm)

~— % Acumulado (Tezmtle)
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TABLA A2 GRANULOMETRIA DE ARENA

Nombre del material: Arena Peso 5ec0:1000 g.
Malla No. |Apertura m Tara do maila ( Pesodemalla | Pesoretenido | % Retenido % Acumulado
con material {g) (12 parciat

12 1,41 404 502,14 98,14 9,814 9,81
14 1,19 400,7 561,68 160.9 16,09 25,9
16 1,13 404 581.3 177.3 17,73 43,63
18 0,96 354,97 544 189,03 18,903 62,533
20 08 388,14 437 48,86 4,886 67,419
30 0,59 385,42 685.3 199,88 19,088 87,407
35 0.5 328,3 349.8 21,5 2,15 89,557 |

Fondos 383,8 479 85,2 8,52 98,077

%% ACUMULADO

FIGURA A2 CURVA GRANULOMETRICA DE LA ARENA

41 1,19 113 096 0.8 0.59 0.5 FONDOS
TAMANO DE MALLA (mm)

i =% Acumulado (Arena) |
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Anexo A

TABLA A3 GRANULOMETRIA DE CARBON ACTIVADO

Nombre del material:Carbon vegetal

Peso seco:200 g.
Malla No. [Apertura (mm)| Tarsdemalia(g) | Pesodemals | Pesorstenido | % Retenido | % Acumulado ]
con material m parcial
10 2 39855 396,95 1,45 0,725 0,72
12 1,41 404 423,5 19,5 9,75 10,475
14 1,19 400,7 452 51,3 25,65 36,125
16 1,13 404 462 58 29 65, 125]|
18 0,96 354,97 413,5 58,53 29,285 94,39
. 20 0.8 388,14 396,8 8,66 4,33 98,72j
L Fondos Fondos 39834 3944 1 0.5 99,22
e e e e

FIGURA A3 CURVA GRANULOMETRICA DEL CARBON

ACTIVADO ;

%
g
- |
=]
=
=]
Q

‘ |

s {

|

2 141 119 1,13 096 08 08 !

TAMANO DE MALLAS (mm) '

': - % Acumulado (Casbn activado) |
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Anexo B

Anexo B

TABLA B1 ADSORCION DE FENOL EN CARBON

"CONCENTRACIONES"

TIEM (min) | CARB. (OyL)] CARD. (2g1)] CARB. (4gL)] CARB.(6gL) | CARB. (8yL) | CARB. (10L)
0 0,995793 }0,9957932| 1,000249 | 1,0210416 | 0,8873736 | 0,9586632
3 10,954208 | 0,9378704| 0,943811 | 0,7507352 | 0,6809308 | 0,6363748
8 1,021042 | 0,8546992| 0,615582 | 0,6467712 | 0,5472628 | 0,4180504
20 1,028468 | 0,7878652| 0,59776 | 0,4937956 | 0,4210208 | 0,3215124
50 1,026982 | 0,7076644| 0,56063 | 0,45221 | 0,3363644 | 0,2754712

100 1,000249 1 0,6556824| 0.475973 | 0,3883464 | 0,2977492 | 0,2175484
160 1,021042 10,5873632{ 0,504192 | 0,3898316 | 0,2903232 | 0,2086372
230 0,979456 | 0,6393452] 0,539837 | 0,385376 | 0,2754712 | 0,2026964
280 1,02252710,6779604| 0,527955 | 0,4031984 | 0,2754712 [ 0,2041816
- - -}

CONCENTRACION
FENOL (g/L)

FIGURA B1 ADSORCION DE FENOL EN CARBON
ACTIVADO

50

100

150

TIEMPO (min)

200

250

300

{—@—CARB. (0g/L) ——=CARB, (2g/L) —¥—CARB. (4¢/L.) —— CARB.(6g/L) ~M¥=—-CARB. (#g/L} —O~=CARB. (1091} '
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Anexo B

TABLA B2 ISOTEMA DE ADSORCION DE FENOL EN CARBON ACTIVADO

X@gh) | Ceq(gh) | (WCeq) LOGCeq | LOG(X/Ceq) | % ADSORCION
2 0,587363 | 3,405049 | -0,2310934 | 0,53212341 41,58
4 0,475973 | 8,403835 | -0,3224175 | 0,924477491 32,66
6 0,387851 1 15,46986 | -0,4113351 | 1,189486335 61,42
8 0,275471 29,04115 | -0,5599238 | 1,463013786 72,6043
10 0,20269 | 49,33643 | -0,6931677 | 1,693167677 79,84

FIFURA B2 ISOTERMA DE ADSORCION FENOL EN
CARBON ACTIVADO

y=0,2861x + 0,3023
R*=0,9899

.693167677

0559923799

0411335084
LOG Ceq

03224175

<0,231093415

LOG (X/Ceq)
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TABLA B3 ADSORCION DE 2-CLOROFENOL EN CARBON ACTIVADO

"CONCENTRACIONES"
in) CARBON (0giL)] { )CARBON (Bgh ] 0
0,104811 ] 0,106452 | 0,106042 | 0,104811 | 0,103375] 0,1038807
0,10153 | 0,09025 | 0,087584 | 0,063589 | 0,008831| 0,0203161
0,102555 | 0,081021 | 0050053 | 0,012523 | 0,007601 | 0,0059601
0,10276 |0,034672 { 0,047387]| 0,0075
0,103991 | 0,033236 | 0,037338
0,098658 | 0,027084 | 0,022777
0,092916 | 0,022777 | 0,012728
0,088199 | 0,010677 | 0,0084
60 | 0,086353 [ 0,009241
90__| 0,089019 | 0,009159
| FIGURA B3 ADSORCION DE 2-CLOROFENOL EN CARBON t
ACTIVADO ;
. 012
;§ 0l |
1 \E 3 - > 4 $ !
Y] e |
: Z. 008 !
i |
5 E S oos !
T 1
99
% c 004
(SN,
002
. -+
04
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
TIEMPO (min)

—&— CARBON (0g1.)
—~6— CARBON (6g/L)

—&—CARBON (2g/L)
~#— CARBON (8g/L)

—#&—CARBON (4g/L)
~&— CARBON (10g/L)
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TABLA B4 ISOTERMA DE ADSORCION 2-CLOROFENOL EN CARBON

Anexo B

X (gh) Ceq(gll) Log Ceq Log (X/Ceq) | % ADSORCION
2 0,00915 | -2,03857891 | 2,339608902 90,85
4 00084 |-2,07572071 2,677780705 91,6
6 00075 | -2,12493874 [ 2,903089987 92,5
8 00076 | -2,11918641| 3,022276395 92.4
10 0,0059 | -2,22914799 | 3,229147988 94.1
| , |
TABLA B4 ISOTERMA DE ADSORCION DE 2- i
CLOROFENOL EN CARBON ACTIVADO i
b :
: 1
o -
s 3 |
2
; ») i
| o
g y=-44149x - 6,514 w
: R’ =0,8588 o

224 222 22 208 al6 214 12 2l

LOG Ceq

2,08 206 204 2,02
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Anexo B

TABLA B5 ADSORCION DE 2,4-DICLOROFENOL EN CARBON ACTIVADO

“CONCENTRACIONES

[[TEMPO (mm)|_CARD. (Og/L) | CARD. (igL) | CARB. (4gL) | CARD. (6gL) | CARB. BYL) | CARB. (10
0 0,0833346 | 0,09241 | 0,113413 | 0,11108 | 0,115747 | 0,09526238
1 0,1040786 | 0,092151 | 0,078926 | 0,068036 | 0,065184 | 0,04651398
3 0,0833346 | 0,090854 | 0,036661 | 0,036661 | 0,026807 { 0,00761898
5 0,0846311 | 0,069073 | 0,037438 | 0,029659 | 0,006582 | 0,00217368
8 0,0799637 | 0,064146 | 0,016176 | 0,003989 | 0,002433
10 10,0822974 | 0,025251 | 0,013324 | 0,00347
20 10,0799637 0,012546 | 0,003989
50 _10,0688138 | 0,005545
80 0,0719254

K

CONCENTRACION DE 2,4
DICLOROFENOL (g/L)

TABLA BS ADSORCION 2,4-DICLOROFENOL EN CARBON
ACTIVADO

o1

0.l

0,08

| 4

—A

20

30

40

50 60

TIEMPO (min)

70

80

‘—@—CARB. (0g/L) —&— CARB. (2g/) ~8—CARB. (4g/L) —M— CARB, (6g/L) ~8— CARB. (8g/L) ~+— CARB. (10g/L.)
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Anexo B

TABLA B6 ISOTERMA DE ADSORCION 2,4-DICLOROFENOL EN CARBON

X Ceq (g) (X/Ceq) LOG Ceq |LOG (X/Ceq) %DEADSORCIO;I
0,005545 ] 360,7113 | -2,25613 | 2,55716 |99,34769412
0,003989 | 1002,808 | -2,39916 | 3,001218 | 99,53072941
0,00347 | 1729,007 | -2,45965 | 3,237797 99,59174“_!_!_
0,002433 | 3288,122 | -2,61386 } 3,516948 | 99,71376471

10 10,002174 ] 4600,451] -2,6628 | 3,6628 |99,74427039

il

|

FIGURA B6 ISOTERMA DE ADSORCION DE 2,4- ‘
DICLOROFENOL EN CARBON |

M
e
i 7
; y=0,2727x + 2,3771 32 ’8
1 R*=0,9674 8
! 3 €
i |
‘ !
- 2.8 :
| !
" 26 ‘
-2.662800395 2613857891 -2,459645495 2399157739 -2256129779

LOG Ceq
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TABLA B7 ADSORCION DE 2,4,6-TRICLOROFENOL EN CARBON

"CONCENTRACIONES"

TIEMPO (mm) | CARBON (0g/h)] CARBON 2g1) N (43/) | CARBON (63/1) | CARBON (1) | CARBON (1080 |
0 0,10058 | 0,084776 |0,091501310,0851125]0,0861213{ 0,0824225
1 0,099235 | 0,06561 ]0,0635925| 0,058885 10,0363563] 0,03164875
3 0,089484 | 0,056868 | 0,0514875| 0,042745 | 0,02189751 0,00141988
5 0,088475 | 0,06561 |0,0272775{0,0363563| 0,002395
8 0,08713 | 0,041064 | 0,0343388{0,0141638
10 0,091838 | 0,048461 | 0,03333 10,0034038
20 0,0952 | 0,047453 {0,0148363
50 0,092846 | 0,014164 | 0,0081113
80 0,093855 | 0,013828 | 0,0017225

CONCENTRACION 2,4,6-

TRICLOROFENOL (g/L)

TABLA B7 ADSORCION DE 2,4,6-TRICLOROFENOL EN
CARBON

0.12

0,1

008

006

0,04

002

10

20

3
TIEMPO (min)

40

60

70 80

8- CARBON (0g/)
~3¢—~CARBON (61

~&— CARBON (2g/1)
—6— CARBON (8g/1)

—&— CARBON (4g/1)
~=— CARBON (10g/1)
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TABLA B8 ISOTERMA DE ADSORCION DE 2,4,6-TRICLOROFENOL EN CARBON

X(@M | Ceq(gh | (XiCeq) | LOGCeq(gl) | LOG (X/Ceq) | % DEADSORCION

2 0,013828 | 144,6341 | -1,859240629 |2,160270625| 98,51471536

4 0,001723 | 2322,206 | -2,763840769 |3,365900761| 99,81498389

6 0,003404 | 1762,736 | -2,468035966 | 3,246187216] 99,63439313

8 0,002395 | 3340,292 | -2,620694482 |3,523784469]| 99,74274973
L_10 _‘)ﬂ_ﬁ; 7042,749 | -2,847742241 | 3,847742241 M;:

FIGURA B8 ISOTERMA DE ADSORCION DE 2 4,6-

@ TRICLOROFENOL EN CARBON
. 4
| . 33
H3
F 2.5 §
y=0.3533x + 2.1689 ¢ O
R? =0.9404 7%
0
: 1.5 _g
a4
L 0.8
. . 0
-2.847742241 -2,620694482 -2.468035966 -2,763840769 -1.859240629
LOG Ceq
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Anaxo B

TABLA B9 ADSORCION DE FENOL EN ALGINATO DE CALCIO

"CONCENTRACIONES"

TIEMPO (min[ ALGIN (OyL)] ALGIN (2gL)[ ALGIN (4gL)| ALGIN (6g/L) | ALGIN (3gL) | ALGIN(10
0 0,992823 {0,9809419}0,9779715] 0,9779715 | 0,9764863 | 0,98094 188
2 0,989853 | 0,9794567] 0,9750011 | 0,9750011 | 0,9452971 | 0,93638588
5 0,986883 {0,973515910,9660899{ 0,9705455 | 0,9319303 | 0,91113748
10 0,989853 10,9720307] 0,9616343 | 0,9794567 | 0,9096523 | 0,87846308
30 0,982427 {0,9705455] 0,9720307{ 0,9660899 | 0,8977707 | 0,85321468
60 0,977971 10,9750011 | 0,9542083 ] 0,9363859 | 0,8903447 { 0.87400748
100 0,980942 10,9720307{ 0,9616343 1 0,9274747 | 0,9022263 | 0,87697788
150 0,979457 0,9750011]0,9571787] 0,9319303 | 0,9066819 | 0.89331508
225 =()i?:SOOl 0,97054551 0,9542083 0,9349_0L07 0,9141079 0.90222“9%8==

FIGURA B9 ADSORCION DE FENOL EN ALGINATO DE

CALCIO

CONCENTRACION DE
FENOL (g/L)

088 1

0.86

0.84

—

——

0 50 100 150 200 250
TIEMPO (min)
—&—ALGIN (0g/L) —8—ALGIN (2g/L) ~A—ALGIN (4g.)
~—3—ALGIN (6g/L) ~—ALGIN(8g/L) —3—ALGIN (10g1.)
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Anaxo B

TABLA B10 ISOTERMA DE ADSORCION DE FENOL EN ALGINATO DE CALCIO

X(gL) Ceq (X/Ceq) LOG Ceq 1J<)<s()(/cm1)= % DE ADSORCION
0,970545 | 2,06069681{-0,0129841{ 0,314014 | 1,277033872
0,954221 | 4,1919018]-0,0203511{ 0,622411 | 2,937562812
0,927475 | 6,46917931-0,0326979] 0,810849 | 5,658154816
0,890345 { 8,9852842-0,0504418{ 0,953532 | 9,434983216
10 0,8532151 11,72038 {-0,0689417 li)68942 13,21181162

cojON &N

FIGURA B10 ISOTERMA DE ADSORCION DE FENOL EN
ALGINATO DE CALCIO 12

+1

108

Y = -12.18050x + 0.302256 T 06

R =0.9333

LOG (X/Ceq)

- 0,4 |
¢ !
1+ 0,2

0
-0,068941681 -0,050441832 -0,032697938 -0,020551112 -0,012984109

LOG Ceq
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TABLA B11 ADSORCION DE FENOL EN TEZONTLE

“"CONCENTRACIONES"
E2.(0gLITEZ.2 gLITEZ.(4 g/L)Y EZ.(6 g/L[TEZ.(8 g/LXTEZ(10
0 1,00025 | 1,02698 | 1,04035 | 1,03589] 1,03738 | 1,00322
| 1,00768 | 1,02847 | 1,009161} 1,00025] 0,97352 | 0,93193
3 0,99728 | 1,00768 { 1,001735{ 0,98837 | 0,96312 | 0,918563
8 1,00619 1 0,98094 {0,963119] 0,98837 | 0,93045 | 0,923019
20 1,00173 1 0,97352 {0,942327] 0,9349 | 0,96609 | 0,973516
40 1,00322 | 0,94827 {0,954208 0,96609 | 0,97797 | 0,986883
80 1,00768 | 0,96758 {0,973516] 0,9349 | 0,975 | 0,967575
160 | 1,00025 | 0,99282 {0,983912} 0,97797 | 0,98688 | 0,986883
200 10,9972810,99282 | 0,997279] 0,99579 | 0,99282 | 0.992823

FIGURA B11 ADSORCION DE FENOL EN TEZONTLE
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Anexo B

TABLA B12 ISOTERMA DE ADSORCION DE FENOL EN TEZONTLE

xen Ceq (X/Ceq) | LOGCeq | LOG(X/Ceq) | % DE ADSORCION|
2 0,94827 | 2,1091 | -0,023068 | 0,324098 | 5,157413233
4 0,94233 | 4,2448 | -0,025797 | 0,627857 | §5,751460757
6 0,9349 | 6,4178 | -0,029235 | 0,8073861 | 6,494520202
8 0,93049 | 8,59762! -0,031288 | 0,9343783 | 6,935555484
10 0,91856 | 10,8866 -0,036892 | 1,0368925 | 8,128650932

FIGURA B12 ISOTERMA DE ADSORCION DE FENOL EN

3
| TEZONTLE |
! 12 ;
y=-49.88x +0.7133 !
R?=0.942373 :
l 08 =
1 9 .
: (S
Qo
s S
]
- 0.2
| 0
T 003689247 0.03128829 0,02923484 -0,025796982 023067989

LOG Ceq
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