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Resumen

El uso de Pseudomonas fluorescens tanto libres comoc inmovilizadas para la

remocidn de compuestos clorofendlicos fue caracterizado en este trabajo bajo

diversas condiciones de operacion.

El trabajo se dividid en cinco etapas:

En la primera etapa del trabajo se realizd la caracterizaciéon

microbiolégica de Pseudomonas fluocrescens.

En la segunda, se llevd a cabo el estudio de otros mecanismos de remocion,
como la desorcion de los clorofenoles con aire y la sorcién en aiginato de

calcio.

En la tercera etapa se realizé la remocién de los clorofenoles en
concentraciones desde 25 hasta 1000 mg/L. Se utilizo para ello un reactor
agitado con células libres en suspension, semejando un sistema de lodos
activados. Los parametros medidos fueron crecimiento celular, pH y oxigeno
disueito. El sistema se mantuvo aireado fo cual provocd, ademas la

desorcion de los compuestos.

En la cuarta etapa se realizdé la remocién de los clorofenoles en
concentraciones desde 25 hasta 1000 mg/L en un reactor agitado con

células inmovilizadas en suspensién.

Por ultimo, en la quinta etapa se llevd a cabo la remocién de los tres
clorofenoles en concentraciones de 300, 500 y 700 mg/L, utilizando una

columna empacada con el biocatalizador y en un modo de recirculacion total.




Se determind la constante de velocidad de remocidén en casi todos los casos
utilizando la ecuacién de primer orden In C = In C, — kt. Las velocidades de
remocion encontradas para el sistema de matraz agitado fueron del orden de 0.2

h'! mientras que las de columna empacada fueron del orden de 0.06 h™".



Introduccion

E! agua es la combinacién quimica mas abundante e importante en la superficie
terrestre. De los 1400 millones de km® de agua que hay en la tierra, aproximadamente
36 millones (2.6%) son de agua dulce. El agua por ser el mejor solvente natural no se
encuentra en estado puro en la naturaleza sinc que contiene diferentes proporciones de
sustancias (liquidas, sdlidas y gaseosas) que adquiere al estar continuamente en
contacto con el suelo (aguas subterraneas), con aguas de diferente calidad (aguas

superficiales) o con el aire (aguas de precipitacion).

Debido a lo anterior, la presencia de diversos contaminantes en los cuerpos de agua
cada vez es mas comun. Este es el caso de los fenoles que son xenobidticos' y que se
encuentran en los efluentes de diversas industrias como la de la celuiosa y del papel, la
del cuero y pieles y la petroguimica basica. Estos compuestos son reconocidos como
toxicos prioritarios y estdan normados por diversas entidades como la EPA
(Environmental Protection Agency), la CIPR (Comisidn Internacional para la Proteccion
del Rio Rhin) y la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) (Arévila ef a/., 1996).

Por esta razon, se han desarrollado una gran cantidad de métodos de control y
tratamiento con el fin de mejorar la calidad del agua. Uno de ellos, recientemente
propuesto para el tratamiento de aguas contaminadas, es el uso de células especificas.
Estas pueden encontrarse en forma libre o inmovilizada. La inmovilizacion es una
técnica utilizada para mantener los microrganismos fijos en una superficie o atrapados
dentro de un material, logrando con esto ciertas ventajas sobre otros sistemas
convencionales. Esta técnica ha sido aplicada exitosamente en las areas de alimentos y

salud.

' Producto sintético que no es formado por procesos naturales y es una sustancia extrafia (AtlasR.y R
Bartha, 1946).

Xi



El objetivo de este trabajo fue caracterizar la remocion dei 2-clorofenol, 2,4-diclorofenol
y 2,4 6-triclorofencl mediante el empleo de Pseudomonas fluorescens en diversas
condiciones de operacion (libre, inmovilizada en reactor agitado e inmovilizada en

columna empacada).

El capitulo 1 comprende los fundamentos teéricos. En ellos se presentan las
propiedades de cada uno de los clorofenocles que se utilizan en el estudio. Asimismo se
describen los procesos de eliminacion para dichos compuestos y las caracteristicas
generales para el uso de células inmovilizadas como parte de un proceso de
tratamiento. Ademas, en forma general se clasifican las reacciones de acuerdo con el

orden de reaccion.

Ei segundo capitulo contiene los materiales y métodos utilizados en el desarrolio

experimental, el cual esta dividido en cinco etapas.

Los resultados son presentados en el capitulo tercero, donde ademas se analiza el
efecto de los diversos mecanismos de remocion y las velocidades obtenidas para cada

sistema.
Por ultimo, las conclusiones y obtenidas a partir de los resultados de éste trabajo se

presentan en el capitulo cuarto. Por otra parte, el ANEXO G contiene una publicacion

relacionada con el trabajo de esta tesis.

xii



Justificacion

Los compuestos clorofenolicos han sido estudiados en diversas partes del mundo. En la
Tabla 1 se listan aquellos considerados como toxicos prioritarios del agua o del
ambiente por los principales organismos internacionales encargados de controlar las

descargas.

Tabla 1. Fenoles considerados como toxicos prioritarios por diversas

instituciones.

Téxicos en la Industria OMS CIPR NiPRI
Mexicana EPA (ambiente) | (agua) (agua)
Fenol v v v
2-clorofenol v
2,4-diclorofenol v v v

4 6-dinitro-o-cresol

2-nitrofenol

4-nitrofenol

p-cloro-m-cresol

AN RN BN SN

2.4 6-triclorofencl

EPA : Environmental Protection Agency. OMS : Organizacién Mundial de ta Salud. CIPR : Comision Internacional para la

Prateccion del Rio Rhin. NIPRI : The National Pollutant Release Inventory.

*Adaptado de Arévila et al, {1996)

En México, las industrias que se consideran con mayor riesgo de contaminar por
tdxicos prioritarios son la industria quimica, la petroquimica, la farmacéutica, la
refinacion del petrdleo, la textil y las plantas de celulosa y papel (Tabla 2). Los
compuestos clorofendlicos mas comunmente encontrados en las descargas de
industrias en la Republica Mexicana son el fenol, el 2-clorofenol, el 2,4-diclorofenol, el
2.4 6-triclorofenol y el pentaclorofencl. Es por esto, que los compuestos elegidos para
llevar a cabo la experimentacion en el trabajo de tesis fueron 2-clorofencl, 2,4-

diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol.




Tabla 2. Industrias con descargas que contienen fenoles.

Tipo de industria Compuesto fendlico
Q Hilado, tejido y acabado de fibras blandas > Fenol
O Manufactura de celuiosa, papel y productos » Fenol
U Industria de cuero, pieles y productos derivados > Fenol
U Fabricacion de perfumes, cosméticos y similares » Fenol
{1 Fabricacion de sustancias quimicas basicas
(excepto petroquimica basica) » 2-Clorofenol fenol, pentaclorofenal
O Petroquimica basica » 2,4-Diclorofenol
O Fabricacién de productos de aserradero vy » 2.4 6-Triclorofenol, fenol,
carpinteria {excepto muebles) pentaclorofenol

*Adaptado de Arévila et al. (1996).

Debido a que la cepa Pseudomonas fluorescens ha sido sefalada como degradadora
de 2-clorofenol, 2 4-diclorofenct y 2,4.6-triclorofenol por Cabello (1995), se decidid
estudiar su comportamiento en un sistema de células libres y otro de células

inmovilizadas bajo diversas condiciones de operacion.

La aplicacién de células puras inmovilizadas para el tratamiento de aguas residuales ha
sido ampliamente usada. En especial Lee ef al (1994) estudiaron el efecto de
inmovilizar células de un consorcio bacteriano en alginato de calcio para degradar fenol
y clorofenoles. Los resultados obtenidos maostraron que éstas remueven mayores
concentraciones comparadas con los sistemas de células libres. Con el sistema
inmovilizado biodegradaron al 100% 522 mg/lL de fenol en 8 dias, mientras que con
células libres no se alcanzé ni un 5% de remocidn en el mismo tiempo. El 2-ciorofenol a
una concentracion de 62 mg/L fue degradado al 100% por celulas inmovilizadas en 27
dias mientras que con células libres se alcanzd apenas 75% de remocién en el mismo
tiempo. Por otro lado, las células inmovilizadas degradaron al 100% el 2,4-diclorofenol a
concentraciones de 42 y 90 mg/L en 5 dias. Los autores concluyeron que el uso de células
inmovilizadas reduce la fase lag de |la biodegradacion lo que incrementa la velocidad de

degradacion.




Por otro lado, Rosas et al. {1995) compararon la operacién de columnas empacadas con
tezontle, carbon activado y alginato de calcio, en los cuales se inmovilizd P. fluorescens
para remover fenol y clorofenoles de una corriente acuosa. El tezontle y el alginato de
calcio resuitaron ser los materiales mas adecuados para la inmovilizacion de células.
Alcanzaron porcentajes de remocion de 95% y 98% para 1000 mg/L de fenol,
respectivamente en 5 dias. En el caso especifico de alginato de calcio la biodegradacion
de 1000 mg/L de fenol se llevd a cabo en tan soélo 5 dias. Los mecanismos de remocion

diferentes a la biodegradacidon no fueron estudiados.




OBJETIVO

Determinar la cinética de remocion del 2-clorofenol, 2,4-diclorofenol y 2,4,6-trictorofenol
en agua mediante el empleo de Pseudomonas fluorescens libre e inmovifizada en

alginato de caicio.

METAS

£ Determinar los mecanismos que intervienen en fa remocién.
@ Caracterizar fisicamente el biocatalizador.

£ Determinar el comportamiento cinético de ia Pseudomonas fluorescens libre en un
reactor agitado e inmovilizada en un reactor agitado y en una columna empacada

para remover 2-clorofenol, 2,4-diclorofenol y 2.4 6-triclorofenol.




PREMISAS

1} Ha .sido demostrado que Pseudomonas fluorescens es capaz de remover
compuestos fendlicos.

2) La cinética en sistemas inmovilizados por atrapamiento se ve afectada por ia
difusion dei sustrato a traves del empaque.

3) Los reactores con biomasa fija tienen mayores concentraciones de microrganismos,

por tanto alcanzan eficiencias mayores gue los de biomasa suspendida.



HIPOTESIS

La eficiencia de remocidn del 2-clorofencl, 2 4-diclorofencl y 2 4,6-triciorofenol con
Pseudomonas fluorescens depende del estado en que se encuentre (libre o

inmovilizada), asi como del sistema de trabajo (reactor agitado o columna empacada).




CAPITULO 1

Fundamentos Teobricos



1. Fundamentos teédricos

1. Fundamentos teéricos

En este capitulo se llevard a cabo una revisién de los conceptos basicos necesarios
para fundamentar el trabajo de investigacion. Se describiran los clorofenoles
(caracteristicas fisicas y Qquimicas) y algunos de los procesos utilizados para su
remocion, entre los cuales se encuentran los procesos biologicos que han sido
ampliamente usados por varios autores. En efecto, diversos microrganismos (bacterias,
hongos y levaduras) en consorcios o cultivos puros han sido aplicados para degradar

fenoles. Un caso especial de ello es el de Pseudomonas fluorescens.

Al final se presenta la definicion, tipos y aplicacion de los sistemas de bacterias

inmovilizadas que han sido usados en el tratamiento de aguas residuales.

1.1 Los clorofencoles en estudio

Los clorofenoles son ampliamente usados como fungicidas y herbicidas para el control
de hongos en los alimentos, como intermediarios en sintesis organicas, para la
manufactura de tintas y como preservativos de madera. Como consecuencia de este
uso se han encontrado en cuerpos de agua. A continuacion se presenta un resumen de

las caracteristicas de las sustancias seleccionadas para el presente estudio.

1.1.1 Descripcion y estructura

2-Clorofenol {CeHsCIO)

También conocido como o-clorofenol, 2-cloro-1-hidroxibenceno, 2-hidroxiclorobenceno,
1-cloro-2-hidroxibenceno. ES de apariencia liquida y color ambar. Causa dafo por

inhalacién, contacto con la piel o por ingestién. Se usa principalmente como antiséptico
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y como compoenente de [os desinfectantes. La forma estructural de este compuesto se

muestra en |a Figura 1.

Estructura Peso molecular

OH
128.56 uma

Cl

Figura 1. Estructura del 2-clorofenol.

2. 4-Diclorofenol (CeH 4+Cl>0)

El 2,4-diclorofenol se encuentra en forma de cristales que van del color amarillo al
incoloro. Es conocido también como 4 6-diclorofenol. Se emplea principalmente como
antiséptico, desinfectante y germicida. Es un intermediario en la manufactura del

pesticida acido 2 4-diclorofenoxiacético (2-4, D). La Figura 2 muestra su forma

estructural.
Estructura Peso molecular
OH
/ 163 uma
Ci
Cl

Figura 2. Estructura del 2,4-diclorofenol.
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2.4.6-Triclorofenol (CeH3C1:QO})

Compuesto conocido también como fenaclor. Es de apariencia sélida color amarillo con
fuerte olor fendlico. Se emplea en la manufactura de fungicidas, bactericidas,

antisepticos y germicidas. La estructura se muestra en la Figura 3.

Estructura Peso molecular
Cl OH
197.45 uma
Cl
Cl

Figura 3. Estructura del 2,4,6-triclorofenol.

1.1.2 Caracteristicas fisicoquimicas

El comportamiento de los diversos compuestos quimicos organicos en el ambiente se
debe a sus propiedades fisicas y quimicas. Las propiedades mas importantes son: la
solubilidad en el agua, la presion de vapor, el coeficiente de particion octanol-agua y la

constante de disociacidn en agua (Mackay et a/., 1992).

La solubilidad en el agua y la presién de vapor son propiedades de “saturacién’, es
decir, son medidas de la capacidad maxima que una fase tiene para contener al
compuesto quimico. La presion de vapor puede ser vista como ia “solubilidad en el
aire”. La presién de vapor y la solubilidad constituyen una estimacién del coeficiente de

particion aire-agua (Kaw) 0 de la constante de la ley de Henry (H) y, por lo tanto indican
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la tendencia relativa de reparticion de la sustancia en el aire y en el agua (Mackay et a/.,
1992).

El coeficiente de particion octanol-agua (Kow), €s una estimacion de la tendencia de
solvatacidn del compuesto del agua en un medio organico. Para las sustancias
quimicas ionizables es esencial cuantificar la proporcion de su ionizacioén en funcién del
pH por medio de |la constante de disociacion (pKa) (Mackay et al., 1992).

La eleccion de un mecanismo u otro para |la remocion de compuestos toxicos depende
de estas caracteristicas. Ri para cada mecanismo de remocidn se identifica una
propiedad o caracteristica de la molécula toxica que la defina, entonces por medio de la
valoracion de esta propiedad se tendra una idea de la tratabilidad del contaminante y de
su comportamiento en el proceso comparado con otros contaminantes (Bishop, 1880).
Es por esto, que se deben conocer sus propiedades fisicoquimicas, para de esta
manera hacer una seleccion adecuada del sistema de depuracion. En la Tabia 3 se

presentan algunas de las caracteristicas fisicas y quimicas de los compuestos de

interés.
Tabla 3. Caracteristicas fisicas y quimicas de los clorofenoles.
Compuesto
2,4- 2,4,.8-triclorofenol
Propiedad ! "
2-clorofenol diclorofenol
Punto de ebullicién (°C) 174.9 209-210 246
Punto de fusian (°C) 9.3 42-43 69
H (atm m* mol) 8.28 x 10° 6.66x10° 9.07x10°
Log Koc 2.56 2.96 3.03
pKa 8.48 7.85 7.42
Solubilidad en agua (mg/L) 28,500° 4,600° 420°
Presién de vapor (mmHg)/ 25°C 1.42 0.0089 0.017
H : constante de |a ley de Henry Koe : coeficiente de particién octanol-agua
pK, : Constante de disociacion 20°¢C
*20-25°C

10
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1.2 Mecanismos de remocién para compuestos toxicos prioritarios

Los mecanismos para la remocion de los compuestos toxicos prioritarios (entre ellos los
fenoles) son: la biodegradacion, la desorcién? con aire, la sorcion, la oxidacion quimica.
o bien, una combinacién de éstos (Kincannon et al., 1983). En cuanto a la tecnoiogia.
existe una gran cantidad de métodos disponibles para reducir los compuestos fendlicos
de cualquier concentracion a los niveles deseados. Tanto procesos fisicos, quimicos
como biolégicos han sido aplicados para su tratamiento con diversos porcentajes de
remocion. Asi, la seleccidon de un tratamiento u otro depende de las caracteristicas
iniciales, las requeridas en el efluente y de los costos, pues muchos sistemas resultan

prohibitivos (Ritting, 1973). Por ejemplo:

# una descarga en un ecosistema ambientalmente sensible o en una fuente de
agua para beber tendra limitaciones mas restringidas que una descarga en un

lugar que ya ha sido impactado negativamente (Belhateche, 1985)
@ un proceso bioldgico no tiene el mismo costo que uno de membranas, siendo mas
caro el ultimo.
1.2.1 Procesos fisicos
Estos procesos producen un cambio fisico en las propiedades de los contaminantes o
aprovechan este tipo de propiedades para efectuar |la separacion. En todo caso la

naturaleza quimica del compuesto permanece sin ser afectada (Belhateche, 1995).

Los procesos de tratamiento fisico mas empleados en el campo del tratamiento de las

aguas residuales industriales son la separacién por gravedad (sedimentacion), la

2 El término desorcién se entendera para fines de este trabajo como la cantidad de contaminante disuelto
que se transfiere de la fase liquida a la fase gaseosa (Eckenfelder, 1989) y no como el movimiento del
contaminante sorbido de la fase solida (biocatalizador) a la fase liquida)

11
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flotacion, la evaporacion, |a filtracién, la adsorcién en carbén activado, la desorcidn con
aire o vapor y la extraccién liquido-liquido. En la Tabla 4 se presentan algunas de las

aplicaciones de estos procesos.

Tabla 4. Procesos fisicos para el tratamiento de aguas residuales industriales y su

aplicacion.

Proceso Aplicacion
Separacién por gravedad Grasa libre y sélidos suspendidos sedimentables
Flotacién Grasa emulsionada, aceite y salidos suspendidos finos
Evaporacién Organicos voltiles y reduccién del volumen de agua
Filtracion Sdlidos suspendidos, aceite libre y emulsicnado
Adsorcion Compuestos organicos y algunos compuestos inorganicos
Desorcidn Organicas volatiles y algunos organicos semivolatiles -
Extraccion Compuestos organicos y algunos compuestos inorganicos

*Adaptado de Belhateche, (1995).

De ellos, la extraccidn con solventes y la desorcién han mostrado ser eficientes para la
remocion de compuestos fendlicos. En el primer caso, porcentajes de hasta 98% para el
fenol, 2-clorofenol, 2 4-diclorofenol, 2 4 6-riclorofenol y pentaclorofenol fueron
reportados por Shuckrow et al. (1982). Con frecuencia, los solventes gastados y el aire
contaminado deben ser sometidos a un tratamiento secundario, que generalmente es
biologico para evitar de esta manera la descarga del residuo al medio ambiente.

La desorcion, por su parte, por la importancia que tiene para el analisis de los

resultados en esta tesis sera tratada a continuacion.

12
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1.2.1.1 Desorcién con aire o vapor

La desorcion es un proceso de tratamiento fisico en el cual el contaminante disuelto se
transfiere de la fase liquida a la corriente gaseosa. |L.a fuerza para la transferencia de
masa es el gradiente de concentracién entre las fases liquida y gasecsa. En la
desorcion con aire, 1a relacién de equilibrio estad dada por la ley de Henry. Por lo tanto,
el proceso solo se aplica a contaminantes volétiles bajo condiciones atmosféricas
normales (Belhateche, 1995) y cuya concentracidn inicial no exceda 100 mg/L ya que
de lo contrario se presentarian problemas de contaminacion del aire (Jiménez et al.,
1986). Tiene amplia aplicacion en el tratamiento de acuiferos contaminados con
solventes (Jiménez ef al., 1991).

Un compuesto con una constante de Henry grande (del orden 10210 atm m* mol)
indica que el contaminante tiene baja solubilidad en agua y por tanto puede ser
facilmente removido por desorcion con aire. En general las constantes de Henry
aumentan con el incremento de la temperatura y disminuyen al aumentar la solubilidad
(Eckenfeider, 1989).

La desorcidon produce una corriente de gas de salida que generalmente contiene altas
concentraciones de compuestos organicos que son descargados a la atmadsfera. Esta
corriente de gas, por tanto, debe ser acompariada de algun tratamiento dependiendo de

ta naturaleza del contaminante y de la normatividad ambiental.

A pesar de que conceptualmente es posible diferenciar los procesos de tratamiento en
fisicos, quimicos y biologicos, en la practica la remocién no se da por separado. En
lugar de ello, dentro de un mismo proceso se combinan para producir mejores
eficiencias de remocién. Por ejemplo, Rittmann (1992) reportd que los procesos de
remocidén {(no biolégicos) que ocurren en un tratamiento biolégico son la volatilizacion
para una fase gaseosa y la adsorcion para una fase sodlida. En efecto, la desorcién con

aire es un proceso fisico que puede ocurrir durante un proceso biolégico por la aireacion

13
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del tanque o por el propio movimiento del agua. Compuestos con constantes de Henry
(H) mayores de 107 atm m>/mol, son faciimente volatilizados cuando otro mecanismo
no o estd consumiendo mas rapido.. En los procesos bioldgicos, la velocidad de
volatilizacion se puede controlar al regular el gasto de aireacion y por tanto la velocidad

y €l volumen de paso del aire.

Kincannon et al. (1983) llevaron a cabo un estudio con el objeto de determinar cuales
eran los mecanismos principales de remocién de compuestos toxicos prioritarios en un
sistema de flujo continuo completamente agitado, en un sistema por lote y en un
sistema por lote con adicion previa de ozono. Entre los compuestos tdxicos prioritarios
con que trabajaron estan el fenol y el 2 4-diciorofenol. En la Tabla & se muestran

algunos de los mecanismos principales de remocion encontrados.

Tabla 5. Mecanismos de remocion de compuestos toxicos en un sistema de lodos

activados.
Compuesto Influente | Efluente % Rem % removido por
(mgn.) (mgiL) Desorcion | Sorcién | Biodegradacion
Fenol 173 <0.01 >99.9 0 0 100
2 4-Diclorofenc! 75 36 85.2 0 0 100
Benceno 15.3 0.04 89.9 16 0 84

*Adaptado de Kincannon et al. (1983).

Re observa que para ambos fenoles la remocion total se lleva a cabo por la accién
biologica y que tanto la desorcion como |a sorcidon no tienen efecto. Cabe mencionar
que la relacion del flujo de aire con el volumen de agua en el reactor de flujo continuo
fue de 1, lo que explica |la ausencia de desorcidén de los compuestos. En el trabajo, los
resultados fueron explicados en términos de la constante de la ley de Henry, que para el
2,4-diclorofenot y fenol son del orden de 10® atm m*/ mol; es por esto, que son Menos
desorbibles que aquellos con constantes del orden de 10> atm m* mol, como es el
caso del benceno.

14
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A pesar de que existe una gran cantidad de trabajos referentes a la degradacion de
compuestos clorofendlicos (Apajalahti y Ralkinoja-Ralonen, 1989, f&ez y Rittmann,
1991; Fava et al., 1995 y Bae et a/, 1997), la informacién acerca de su desorcién con

aire es muy contradictoria. En la Tabla 6 se observan los resultados de varios trabajos.

Tabla 6. Desorcién con aire de los clorofenoles en varios estudios.

Concentracién
Compuesto (mg/L) Observaciones Referencia

Reportan desorcion

Reaclor agitade, operacidon por lote Saez y Rittmann

2-Clorofenol 25y 50 Oxigeno disuelto a saturacion

k=0.041 (1991)

% remocién por desorcién = 31%.

Matraz agitado, operacion por [ote Armenante ef al.
2-Clorofenol 138 Relacion aire/agua = 0.2 VVM

% remocién por desorcion = 23%. (1992)

Matraz agitado .
o Kafkewitz ef al.

2-Clorofenol 128 Agitacion 150 rpm

Sin aireacion (1996)

% remocion por desorcion = 6.5+2 %.

No reportan desorcion

Fermentador operacién por lote Dapaah y  Hill
2-Clorofenol 2 Relacion aire/agua = 1 VVM (1992)

1.2.2 Procesos quimicos

Estos procesos manipulan las propiedades quimicas de los contaminantes o los
transforman facilitando de esta manera su remocidon. Los productos finales del proceso
quimico deben ser faciimente separables, o bien, inocuos y no producir problemas en ¢l
efluente (es el caso del didxido de carbono o el agua). Los procesos generalmente
empleados en el tratamiento de aguas residuales son la precipitacion quimica, la
coagulacion-floculaciéon, la recuperacion electrolitica, el intercambio idnico, la dsmosis
inversa, la oxidacion y la reduccion quimica (Belhateche, 1995). En la Tabla 7 se
presentan las aplicaciones de estos procesos.

15



1. Fundamentos tedricos

Tabla 7. Procesos quimicos para el tratamiento de aguas residuales industriales.

Proceso Aplicacion
Precipitaciéon quimica Compuestos inorganicos y metales
. - Compuestos organicos e inorganicos en altas concentraciones
ecuperacion electrolitica
Recup y metales
C Compuestos organicos e inorganicos en bajas concentraciones
Intercambio idnico y me‘t)ales 9 9 )

Compuestos organicos en aitas concentraciones y algunos
compuestos inorganicos

Oxidacion/reduccion quimica

*Adaptado de Belhaleche {19935).

Entre estos procesos, la coagulacion-floculacion ha mostrado ser eficiente para la
remocidén de compuestos fenélicos cuando se hallan asociados con coloides o sdlidos
suspendidos. Shuckrow ef al., (1982) alcanzaron porcentajes de remocidén mayores al
90% para fenol utilizando alumina, un 96% con una mezcla de cal-alimina y sélo un
29% utilizando un polimero.

1.2.3 Procesos biolégicos

Estos procesos utilizan microrganismos para producir un cambio en las propiedades
tanto fisicas como quimicas para causar la descomposicién del contaminante de interés
en el agua residual. La descomposicién o metabolismo de los compuestos organicos
produce masa bioldgica asi como la energia necesaria por los microrganismos para
mantenerse vivos, en otras palabras, los contaminantes sirven de “comida’. Los
procesos de tratamiento biolégico que generalmente se encuentran para el tratamiento
de aguas residuales industriales incluyen los procesos de lodos activados, las lagunas
aireadas, las lagunas de estabilizacion, los filtros rociadores o los reactores de pelicula

fija y los procesos anaerobios. En la Tabla 8 se presentan las aplicaciones de estos
procesos.

16



1. Fundamentos teoricos

Tabla 8. Procesos biolégicos para el tratamiento de aguas residuales industriales.

Proceso Aplicacion
; Bajas concentraciones de compuestos organicos y
Lodos activados algunos compuestos inorganicos
Lagunas aireadas y de Bajas concentraciones de compuesios organicos y
estabilizacién algunos compuestos inorganicos
Filtros rociadores y reactores de Bajas concentraciones de compuestos organicos y
pelicula fija algunos compuestos inorganicos
Bajas concentraciones de compuestos organicos,
Degradacién anaerobia compuestos organicos clorados y compuestos
inorginicos

“Adaptado de Belhateche (1995).

El éxito de la degradacién y las concentraciones que puedan degradar los
microrganismos involucrados en la actividad biolégica depende de la existencia de otros
contaminantes, de si estos contaminantes son téxicos, asi como de las condiciones de

operacion (Buitrén et a/., 1997).

En el caso especifico de efluentes con concentraciones de fenoles intermedias (5 a 500
mg/L) los tratamientos bioldgicos son ampliamente usados. Entre estos se incluyen las
lagunas, los filtros rociadores y los lodos activados. A pesar de que éstas son las
concentraciones que se consideran rentables para la degradacion biolégica de estos
compuestos se ha reportado que concentraciones mayores han sido tratadas
exitosamente (Ritting, 1973).

Hanna et al. (1986) llevaron a cabo una comparacién de cuatro sistemas biolégicos
para la remocion de compuestos toxicos voldtiles, semivolatiles y metales. Entre los
compuestos semivolatiles (con constantes de Henry del orden de 10* a 10%) se
encontraron el fenol, el 2 4-diclorofenol y el pentaclorofenol. Los tratamientos fueron
lodos activados, filtros rociadores, laguna aireada y laguna facultativa. En la Tabla 9 se
muestran los porcentajes de remocion alcanzados. Los porcentajes mayores se
obtuvieron con el de lodos activados probablemente debido a la desorcidn. En todos los
casos, las concentraciones de los compuestos en la alimentacion del sistema son bajas
(del orden de ug/L).
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Tabla 9. Remocién de compuestos semivolatiles con diferentes procesos.

Influent % remocion
Compuesto L e Lodos Filtro Laguna Laguna
ng/ activados rociador aireada facultativa
Fenol 126 86 50 30 86
2 .4-diclorofenol 228 g9 31 48 73
Pentaclorofenol 84 96 4 37 74

“Adaptado de Hanna et af., (1986).

A pesar de que los sistemas biolégicos de tratamiento como los lodos activados vy las
lagunas aireadas principalmente, se han utilizado para la eliminaciéon de estos
compuestos toxicos, también se ha encontrado que presentan ciertos problemas
(Torres, 1994):

@ Los microrganismos tienen periodos de adaptacion prolongados (entre 2 y 4
meses).

@ Existe baja especificidad frente a otras fuentes de carbono, comunmente
encontradas en aguas residuales.

@ Las concentraciones maximas admisibles del toxico para degradar no son muy
altas.

® Generan gran cantidad de lodos residuales gue contienen el téxico en

concentraciones importantes por lo que pueden constituir un residuo peligroso.

Por esta razon, se han desarrollado una gran cantidad de trabajos tanto con la
aplicacion de diferentes cultivos puros de microrganismos como de formas de
operacion en el tratamiento de aguas residuales. En la Tabla 10 se presentan los
resultados de algunos de éstos para los tres compuestos considerados en el presente
estudio. Nuevamente se observa que las concentraciones de trabajo son muy bajas (de

2 a 350 mg/L) en relacion con las concentraciones empleadas en esta tesis.
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Tabla 10. Concentraciones de tres clorofenoles y condiciones de trabajo usadas

por varios autores.

Concentracién

2.4 8-triclorofeno!

mL

ompuesto Condiciones Referencia
compy (mg/L) _
2-Clorofenol 50 T=23-25°, pH =6.7-6.8 Sdez y Rittmann (1991)
T = 30:0.2 °C, pH = 6.5-6.8, .
2-Clorofenol 2 flujo aire = 0.5 L/min, V = 500 Dapaah y Hill (1992)
mL
T=239°, pH = 4.2-45, 400
2-Clorofenol 250-350 rpm, flujo aire = 2 L/min, V = Ammenante ef al, (1992)
10 L
2-Clorofenol 10 T =2141°C, 150 rpm Lu et al. (1996)
2-Clorofenol 10 T=30°C, 120 pm Bae et al. (1997)
2-Clorofenol 10-50
. N.E Lee et al. (1994)
2.4-Diclorofenol 20-40 ;
2.4-Diclorofeno! .
y 30 T = 15°C, V= 500 mL, flujo de | Buitron et al. (1997)
2.4 6-triclorofenol aire no determinado
2.4-Diclorofenol
y 10 T =30 °C, 120 pm, V= 200 Bae et al. (1997)

N.E. : No especificadas

1.2.3.1 Microrganismos degradadores de compuestos toxicos

Hay una gran cantidad de microrganismos capaces de degradar compuestos toxicos

como los fenoles y clorofenoles. Se emplean consorcios bacterianos, y cultivos puros de

bacterias, hongos o levaduras para degradar estos compuestos tanto aerobia como

anaerobiamente. En la mayoria de los casos ocurre una mineralizacién completa. Las

velocidades de desaparicion dependen del tipo y grado de aclimatacion de la poblacion
y de las condiciones ambientales (Rochkind-Dubinsky et af., 1987).

En la Tabla 11 se sefialan algunos de ellos, donde se observa que el género de las

Pseudomonas es uno de los mas comunes.
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Tabla. 11. Microrganismos degradadores de compuestos fendlicos.

Microrganismo

Compuesto y concentracion

Referencia

Pseudomonas fluorescens

Fenol, 2-clorofenol, 2.4-
diclorofenol, 2,4 6-triciorofenol

Cabello (1995)

Pseudomonas putida

4-Clorofenol {50 mg/L)

Saez y Rittmann (1991)

Pseudomonas putida

Fenol (30 mg/L)

Allsop et al. (1993)

Pseudomonas putida

Fenol, 2-clorofenol (2 mg/L). 3-
clorofenol y 4-clorofenol (9 mg/L)

Dapaah y Hill (1992)

Pseudomonas pickettii

2-Clorofenol (128 mg/l} y &-
clorofenol (96 mg/L)(

Kafkewilz et al. (1996)

Pseudomonas pickettii 2,4,6-Triclorofenol (99 mg/L) Kiyohara ef al. (1992)
2-Clorofenol (194 mgi), 3-

Pseudomonas pickettii clorofenol (73 mg/lLl) y 4- Fava et al. (1999)
clorofenol (96 mg/L)

Rhodotorula glutinis Fenol, 2-clorofenol, 3-clorofenol y | Katayama-Hirayama et al.

4-clorofenol (64 mg/l.)

(1994)

Rhodococcus chlcrophenolicus

234, 235, 236-, 246-
2.4,5- Triclorofenol (0.4-2 mg/L)

Apajalahti JHA., y S
Salkinoja-Salonen (1986)

Phanerochaete chrysosporium

2-Clorofenol

Ammenante et al. (1992)

Phanerochaete chrysosporium

2,4 6-Triclorofenol (45 mg/L)

Ammenante et al. (1994)

Arthrobacter sp.

Fenol (800 mg/L)

Vijayaraghavan et af.
(1995)

Rhodococcus sp.

Fenol (1000 mg/L)

Pai et al. (1995)

Cuitivo mixto 2,4 6-Triclorofenol (18.75 mg/L) | Kafkewitz et al. (1992)
4-Clorofenol, 2,4-diclorofenol vy .
Cultivo mixto 2 4 6-triclorofenol (20 mg de|Gonzélez y Buitrén (1995)

fenoles totales/L)

1.2.3.2 Pseudomonas fluorescens

Los miembros del genero Pseudomonas son muy comunes en la naturaleza y pueden

ser aislados de una gran cantidad de materiales. Las caracteristicas morfolégicas

basicas para todas las especies son su forma de bastén recto y la presencia de unc o

varios flagelos polares (Foto 1). Las Pseudomonas no producen esporas y son de

reaccion Gram negativo.

Entre los criterios para llevar a cabo la subdivision del generc Pseudomonas se

encuentran la morfologia (forma y tamano), el namero de flagelos, los materiales de

reserva, los pigmentos,

relaciones de temperatura,

crecimiento y las reacciones bioguimicas.

los requerimientos para el
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La Pseudomonas fluorescens seieccionada para llevar a cabo la degradacion de
compuestos fendlicos tiene mas de un flagelo, presenta la produccién de un pigmento
fluorescente y tienen reacciones positivas de desnitrificacion, de oxidasa y de arginina

hidrolasa. Crece a 4 °C (O’Leary, 1990).

Foto 1. Microfotografia de la cepa Pseudomonas fluorescens.
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1.3 Inmovilizacién como alternativa en el tratamiento de aguas residuales

La tecnologia de células inmovilizadas es un método en uso comercial para el
atrapamiento y el funcionamiento de ciertas especies de bacterias y su aplicacion ha

sido exitosa en el campo de tratamiento de aguas residuales (Kennedy y Cabral, 1983).

Karel et al. (1985) definen a la inmovilizacién como el confinamiento fisico o la
localizacion de células intactas en una cierta regién especifica de espacio con la
preservacion de las actividades cataliticas deseadas. Otra definicién de Skjak-Braek y
Martinsen (1991) dice que es cuando una célula, microrganismo © enzima cualquiera en
su estado soluble (movil) es transferida a un estado insoluble sin pérdida de su
actividad, aunque en algunos casos |a célula inmovilizada pierde momentaneamente

parte de su actividad y es recuperada en condiciones adecuadas de operacion.

El uso de células completas en lugar de enzimas aisladas para la degradaciéon de
contaminantes en agua parece ser ventajoso, ya que las enzimas estan menos
protegidas de la inactivacion en comparacion con las células completas que cuentan
con una pared celular y membrana. También de esta forma, la degradacion se lleva a
cabo por una serie de enzimas y co-enzimas que trabajan en conjunto o
secuencialmente. Tales sistemas son dificiles de reconstruir utilizando enzimas

extraidas, purificadas e inmovilizadas (Cheetham y Bucke, 1984).

1.3.1 Tipos de inmovilizacién

Existe una gran variedad de técnicas para llevar a cabo la inmovilizacion. Las cuatro
principales segun Karel et a/. (1985) y Zlokarnik ef al. (1990) se muestran en la Figura 4
y se describen a continuacion.
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Adhesién a una superficie Atrapamiento en polimeros

Agregacion Encapsulamiento en membranas

Figura 4. Tipos de inmovilizacién.

a) Adhesion a una superficie (biopelicula)

Es la forma mas comun en el campo del tratamiento de agua. En ésta se encuentra la
adhesion en superficies o bien en los poros de arena, del vidrio, el plastico, las resinas

de intercambio iénico, el carbén activado, el carbdn, la lava, la ceramica y las esponjas.
b) Atrapamiento en polimeros

La inmovilizacion por atrapamiento se lleva a cabo en diversos materiales,
principalmente geles como el aiginato, la k-carragenina, la acrilamida o el colageno. La
aplicacion de alginato de calcio es uno de los métodos mas simples que ha encontrado
un amplio uso en laboratorio y a gran escala, incluyendo la construccion de reactores
para la degradacion de contaminantes en agua (Cheetham y Bucke, 1984).
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¢} Agregacion

Este tipo de inmovilizaciéon puede ser natural o artificial. Dentro de la natural se puede
mencionar la floculacién de bacterias o la formacién de agregados en los hongos;
dentro de la artificial estd el uso de un soporte formado por el entrecruzamiento de
floculos con glutaraldehido, polielectrolitos o hidréxidos de metaies.

d) Encapsulamiento en membranas

Puede usarse una membrana soélida o membrana liquida. Dentro de la sélida se
encuentran {as de fibras y la microencapsulacion. En las liquidas se encuentran las

microemulsiones.

A continuacion se describe con mayor detalle el método de inmovilizacién empleado en
este trabajo.

1.3.2 Alginato de calcio

El alginato es un copolimero de acidos D-manurdnico y L-gulurénico en diferentes
proporciones unidos con enlace 1,4, y arreglo secuencial que no tiene una unidad
repetida regularmente (Smidsrod y Skjak-Braek, 1990). Las propiedades de! gel estan
fuertemente relacionadas con la proporcion y longitud de los bloques contiguos del
acido L-gulurénico (bloques G) en las cadenas poliméricas y depende del organismo del
cual ha sido aislado(Martinsen et al., 1989).

Los alginatos son comercialmente producidos por Laminaria hyperborea, Macrocystis
pyrifera y Ascophyllum nodosum.
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En especial, las propiedades mecanicas y de desbaratamiento de las esferas de
alginato dependen de la composicion, la estructura de bloque y el tamafio molecular de
las moléculas de alginato. El tamafo y la esfericidad de las particulas dependen
principalmente de la viscosidad de la solucién de alginato de sodio y de la distancia que
recorren {as gotas de alginato soluble entre la jeringa de extrusion y la solucidon de
CaCly (Smidsrod y Skjak-Braek, 1990).

Las celulas atrapadas en alginato de calcio han sido utilizadas en muchos casos. Sin
embargo una de las limitaciones para el uso del alginato como matriz de inmovilizacion
es su inestabilidad en presencia de compuestos quelantes como los fosfatos, los
citratos y los lactatos o ante cationes anti-gelantes como el Na* o el Mg*% Para
contrarrestar este problema se pueden guardar las esferas en una solucidon que
contenga milimoles de iones calcio libre, o bien, reemplazando el idén calcio por otros
que tengan mayor afinidad por el alginato como el Pb, Cu y Cd (Skjak-Braek y
Martinsen, 1991). A pesar de esto, se ha elegido como un agente de inmovilizaciéon para
este estudio por su alta afinidad con el agua, carencia de toxicidad y rapida formacion

del gel en la presencia de iones calcio, ademas de ser un método sencillo de
inmovilizacion.

1.3.3 Caracteristicas fisicas de un soporte de alginato

Sanchez de la Vega (1996) llevé a cabo la caracterizacion fisica del soporte (Tabla 12)
utilizado como matriz de inmovilizacion para las Pseudomonas fluorescens. El soporte
utilizado se preparé con soluciones de alginato a diferentes concentraciones (desde 2%
a 3%). Algunas de las caracteristicas fisicas determinadas fueron el tamafo de
particula, la densidad real, la densidad aparente, la humedad, 1a fraccién de vacios y la
capacidad de atrapamiento celular.
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Tabila 12. Caracterizacién fisica del biocatalizador.

Pardmetro Concentracion de alginato en el soporte
2% 3%
Diametro del soporte (mm) 2.38 2.38
Densidad real {g/mL) ND 1.05°
Densidad aparente (g/mL) ND 0.95°
Humedad total (%) 93 93
Fraccién de vacios 0.63 0.69
Capacidad de atrapamiento (UFC/ g sopore) 3.85x 10'°° ND

a; Diametro de 1.13 mm, b: Relacion alginato/células {2%/18.77% p/v),ND: No disponible

El alginato de sodio utilizado aqui fue de diferente lote por lo que la caracterizacién se
realizé nuevamente.

1.3.3.1 Tamano de particula

Katzbauer et al., (1995) definieron al diametro critico como aquél a partir del cual las
limitaciones difusionales afectan la velocidad y la degradacion. En otras palabras, la
particula debe ser suficientemente pequefia para evitar las limitaciones en la
transferencia de masa de tal manera que las células atrapadas (tanto internas como
externas) estén expuestas a la misma concentracion de sustrato y de producto.

Katzbauer et al. (1995) han reportado mayores velocidades de fermentacion con
esferas de k-carragenina de 0.5 a 1 mm que con esferas de 1 a 2 mm. También se ha
reportado que los geles de alginato permiten una rapida difusion de moléculas
pequenias. En la Tabla 13 se presentan algunos de los diametros obtenidos al usar

alginato de sodio como material de inmovilizacion.
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Tabla 13. Valores de diametro de biocatalizadores reportados por varios autores.

Didmetro de la esfera Referencia
{mm)
0.2-3 Smidsrod y Skjak-Braek {(1990)
1.9-4.5 Cheetham ef al. (1979)
2.4 Van Ginkel ef al. (1983)
3-4 Martinsen et al. (1989)
3 Keweloh et af, (1989)
3 Westmeier y Rehm (1985)
3 Zache y Rehm (1985)
3-4 Wu et af. (1994)
3.5-45 Martinsen et al. (1992)
4.1-48 Jang (1994)
5 Cheetham y Bucke (1984)

1.3.3.2 Fraccion de vacios

La fraccion de vacios representa el volumen interparticula no ocupado por el catalizador
que queda disponible para ser ocupado por el liquido de la reaccion. Este valor es
necesario para determinar el volumen del reactor de lecho empacado requerido
(Quirasco, 1994). La cantidad de agua que puede ser sustituida por el liquido de la
reaccion es el agua libre de hidratacion del gel y por lo tanto para determinar la fraccion
de vacios se debe eliminar el agua libre de hidratacion. En este tipo de curvas se

observan tres periodos de secado:

<& En el primero hay una alta velocidad de evaporacién y la velocidad va en

aumento.

= En el segundo, se presenta un equilibrio entre |a velocidad de transferencia de
calor y la velocidad de transferencia de masa en la superficie. La velocidad de
secado es asi casi constante, pues el agua libre se difunde dentro del sdlido

hacia la superficie en la cual se evapora a una tasa constante.
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S En el tercer periodo la velocidad de secado decrece. Comienza cuando se
alcanza el contenido critico de humedad. Aqui el agua libre ya ha sido
eliminada y el agua ligada comienza a evaporarse dentro de la particula y se

difunde fuera de ella hacia el gas que la rodea.

1.3.3.3 Capacidad de atrapamiento

En un sistema sin limitaciones difusionales, la concentracidon de biomasa dentro de las
esferas determina la velocidad de reaccion. Se busca entonces lograr altas velocidades
incrementando ta concentraciéon de la biomasa en el empaque hasta un punto dptimo
(Lakhwala y Sofer, 1991). Sin embargo, una alta carga celular puede afectar las
propiedades mecanicas del biocatalizador (Sanchez de la Vega, 1996 y Karel et al,,
1985). En la Tabla 14 se presentan algunos valores empleados.

Tabla 14. Valores de la capacidad de atrapamiento reportada por algunos autores.

‘s Cantidad celular en el
Concentracion de
. biocatalizador Referencia
alginato en la mezcla (%) (UFC/mL)
2 1x10° Keweloh et al. (1990)
34y5 1x10° a 1x10" Boross ef al. (1990)
4 1x10° Chevalier y de la Noue (1988)
4 2.5x10° Marwaha ef al. (1990)
2-3 107" Sanchez de la Vega (1996)

1.3.4 Ventajas y desventajas de la inmovilizacion

El uso de células inmovilizadas tiene muchas ventajas (Cheetham y Bucke, 1984):

" El aumento de la actividad volumétrica del sistema.
¥ La capacidad de reuso de |las células inmovilizadas.

& La facilidad con la cual se pueden separar las células de la mezcla de reaccion.
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%" |a capacidad para dispersar las celulas aun inmovilizadas de tal manera que
se minimicen las restricciones difusionales en las velocidades de reaccion.

‘" La posibilidad de obtener biocatalizadores con altas actividades que pueden
ser mantenidos hasta por meses.

@ {a facilidad con la que las células inmovilizadas pueden ser usadas para
explotar las caracteristicas cinéticas de los reactores agitados continuos y
empacados.

‘e La minimizacién de la inhibicidon por productos toxicos (Lee et al. 1994 y
Keweloh et af., 1989).

& La capacidad de degradar los compuestos de interés tanto a bajas como a altas
concentraciones, lo que los hace adecuados para el tratamiento de agua potable.
residual domestica e industrial.

" La baja produccién de lodo contaminado.

Sin embargo, estos sistemas presentan ciertas desventajas. Uno de los problemas es la
transferencia de masa. Segun Oyaas et al. (1995) |a velocidad de transporte de sustrato
y de productos en los biocatalizadores esta influenciada por la transferencia de masa
del medio a la capa de liquido que rodea la particula y posteriormente por la
transferencia de la masa en el gel. Estapé et al. (1992) y Scott et al (1989),
determinaron los coeficientes de difusién de glucosa y etanol en el alginato de calcio.
Diferentes técnicas han sido utilizadas para determinar este fenoémeno y algunas de

ellas son citadas por Brito ef af. (1990) y Scott et af. (1989), sin embargo, éstas aun son
un problema en la practica.

1.3.5 Aplicacién

Lee ef al. (1994) estudiaron el efecto de inmovilizar células de un consorcio bacteriano
para degradar fenol y clorofenoles. Los resultados obtenidos mostraron que éstas
remueven mayores concentraciones comparadas con los sistemas de células libres. Con
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el sistema inmovilizado biodegradaron al 100% 522 mg/L de fenol en 8 dias, mientras que
con células libres no se alcanzo ni un 5% de remocién en el mismo tiempo. El 2-clorofenol
a una concentracién de 62 mg/L fue degradado al 100% por células inmowvilizadas en 27
dias mientras que con células libres se alcanzé apenas 75% de remocidn en el mismo
tiempo. Por otro lado, las células inmovilizadas degradaron al 100% el 2,4-diclorofenol a
concentraciones de 45 y 90 mg/L en 5 dias. Concluyeron que el uso de células
inmovilizadas reduce la fase lag de la biodegradacién lo que incrementa la velocidad de

degradacion.

Por otro lado, Rosas et al. (1995) compararon la operacion de columnas empacadas con
tezontle, carbdn activado y alginato de calcio, en las cuales se inmovilizé P. fluorescens
para la remocién de fenol y clorofenoles de una corriente acuosa. El tezontle y el alginato
de calcio resultaron ser los materiales mas adecuados para la inmovilizacion de células ya
que alcanzaron porcentajes de remocion de 95% y 98% para 1000 mg/L de fenol,

respectivamente. En el caso especifico de alginato de calcio la biodegradacion de 1000
mg/L de fenol se llevd a cabo en tan solo 5 dias.

1.4 Caracterizacion cinética

Todos los procesos bioldgicos para el tratamiento de aguas residuales se llevan a cabo
en un volumen definido de reaccion. Los cambios en la composicion y en la
concentracion de los materiales que ocurre mientras el agua residual es retenida en el
reactor son factores importantes para el tratamiento. Estos cambios son causados por
un transporte hidraulico de materiales dentro y fuera del reactor asi como por las
reacciones que ocurren. Para definir completamente un sistema de reactores y disefar
otros similares es necesario conocer la velocidad a la cual ocurren y se llevan a cabo
los cambios, asi como conocer el régimen hidraulico.
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1.4.1 Velocidades de reaccién
Las velocidades de reaccion pueden ser clasificadas con base en:

# E|l ndmero de moléculas que reaccionan para formar el producto.

“#" La cinética, por el orden de reaccion.

Esta dltima clasificacidn es muy util para describir la mayoria de los procesos bioldgicos
y dimensionar los reactores. Los diferentes érdenes de reaccién pueden ocurrir debido
a variaciones en los organismos, sustratos 0 condiciones ambientales. La relacién entre
la velocidad de reaccién, concentracion del reactante y el orden de la reaccion (n), esta

dada por |la expresién
v=kC" [1.1]

donde
v : velocidad [M L3 t]
C : concentracién [M L]
n . orden de reaccion

k : constante de la velocidad de reaccion [L™! M'"t]
Si se toma el logaritmo de ambos lados de |la ecuacién se tiene
Inv=ninC+Ink [1.2]
Con ayuda de la ecuacion [1.2] los resultados experimentales pueden ser interpretados
para establecer un orden de reaccién y una velocidad. Para cualquier reaccion de orden

constante, al graficar el logaritmo de la velocidad instantanea de cambio de la

concentracion del reactante en cualquier momento en funcién del logaritmo de la
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concentracion en ese instante se obtiene una linea recta y la pendiente sera el orden de
la reaccién (Figura 5).

1.4.1.1 Reacciones de orden cero

En estas reacciones, la velocidad es independiente de la concentracion o es la misma a
cualquier concentracion del reactante. Las reacciones de orden cero resultaran en una
linea horizontal al aplicar la ecuacion [1.2] (Figura 5) y la representacion gréafica de la

variacion del reactante con respecto al tiempo dara una respuesta lineal (Figura 6), de
acuerdo a la ecuacion [1.3].

C=Co-kt [1.3]

donde

Co : concentracién inicial [M L]

t : tiempo [t}
log v
1er orden
;"
log k ., e Orden cero
—>

log C

Figura 5. Determinacion del orden de reaccién.
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Co Pendiente = -k

t

Figura 6. Representacién grafica de una reaccién de orden cero.

1.4.1.2 Reacciones de primer orden

Para este tipo de reacciones la velocidad es directamente proporcional a la
concentracion del reactante, y puesto que la velocidad de la reaccion depende de la
concentracion del reactante y ésta a su vez cambia con el tiempo, la representacion
grafica de la variacion de la concentracién de! reactante con el tiempo no da una
respuesta lineal (Figura 7). Sin embargo, la grafica de In C contra tiempo dara una linea

cuya pendiente sera igual a -k (Figura 8), de acuerdo con ia ecuacién [1.5].

:n(%EJ = kt [1.4]

o en forma mas familiar

InC=InC_ -k [1.5]
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Pendiente de Ia
tangente =-dC/dt

Figura 7. Representacion grafica del curso de una reaccién de primer orden.

InC$

In Co

Pendiente = -k

g
t

Figura 8. Representacion del In C vs tiempo.

1.4.1.3 Reacciones de segundo orden

En las reacciones de segundo orden, la velocidad es proporcional a la concentracion
del reactante al cuadrado. Una representacion grafica de 1/C contra el tiempo da un

trazo lineal con una pendiente de valor k (Figura 9), de acuerdo con la ecuacion
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1/C = 1/Co + kt [1.6]

1/C

Pendiente = k

1/C

Figura 9. Representacion del curso de una reacciéon de segundo orden.
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2. Materiales y métodos

2. Materiales y métodos

El desarrollo experimental se dividid en cinco etapas. En la primera, se realizé la
caracterizacion microbiolégica de Pseudomonas fluorescens. En |la segunda etapa
se realizaron las pruebas testigo para determinar otros posibles mecanismos de
remocion, como desorcién y adsorcion. En la tercera etapa se llevo a cabo la remocion
de los clorofencles utilizando un reactor agitado con céfulas libres en suspensién,
semejando un sistema de lodos activados. En la cuarta etapa se realizé la remocién de
los clorofenoles en un reactor agitado con células inmovilizadas en suspensién,
semejando un sistema de lodos activados modificado. Por ultimo, en la quinta, se llevd
a cabo la remocidén de los tres clorofencles utilizando una columna empacada (con el

biocatalizador) en un modo de recirculacion total.

2.1 Etapa 1. Caracterizacién microbiolégica de Pseudomonas fluorescens

En esta etapa se determinaron las principales caracteristicas de la bacteria con el

objeto de confirmar su identidad.

La cepa Pseudomonas fluorescens fue donada por el Instituto Cubano de Investigacion
y Desarrollo de {a Cana de Azucar (ICIDCA) de La Habana, Cuba. Esta cepa fue
extraida de sedimentos marinos y caracterizada por Cabello (1995) por su alto potencial
para degradar fenol, clorofenoles, nitrofenoles y metilfencles, y acido 24-
diclorofenoxiacético (2,4-D). La cepa se recibid en slants y se transfiri6 para su
conservacion a cajas Petri con medio YPG-agar, conservandose en refrigeraciéon a

10°C. La composicién de los medios utilizados se encuentra en el ANEXO A.

La caracterizacidon microbiolégica se llevé a cabo al inicio y al final de la

experimentacién, para de esta manera asegurar la pureza de la cepa asi como la
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conservacion de sus caracteristicas. Esto se realizé por medio del uso del sistema API.
La descripcion general del procedimiento se encuentra en el ANEXQ B.

2.2 Etapa ll. Pruebas testigo

Estos experimentos se llevaron a cabo con el objeto de determinar otros mecanismos
de remocion existentes en los sistemas utilizados en la experimentacién (células libres
en reactor agitado tipo lodos activados, células inmovilizadas en reactor agitado tipo
lodos activados modificado y el sistema de columna empacada). Se realizé la prueba de

descomposicion, la prueba de desorcidn y la prueba de adsorcion.

2.2.1 Prueba de descomposicién

Esta prueba se realizd con el propodsitc de determinar un posible mecanismo de

remocidn en las soluciones clorofendlicas expuestas al ambiente y a la luz solar.

Estos experimentos se realizaron en matraces Erlenmeyer conteniendo 200 mL de cada
solucidén clorofendlica, sin bacterias y sin aplicacion de aire. Los matraces
permanecieron abiertos durante el tiempo de experimentacion a temperatura ambiente
(1942 °C). Las concentraciones utilizadas para el 2-clorofenol y 2,4-diclorofenol fueron
de cerca de 1000 mg/L y la concentracion de 24 6-triclorofenol fue de

aproximadamente 300 mg/L. La concentracion de los clorofenoles fue monitoreada
durante 97 horas.
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2.2.1.1 Pardmetros de monitoreo

Para esta etapa se midio la concentracion de clorofenoles, periddicamente durante 97

horas.

2.2.1.2 Técnicas analiticas

Para evaluar los clorofenoles se utilizo la técnica colorimétrica de la 4-aminoantipirina
de los Métodos Estandar (APHA, AWWA, WPCF, 1995). Ef limite de deteccidn de esta
técnica es de 0.01 mg/L de fenol. La presencia de bacterias, sustancias reductoras o
valores de pH alcalino son algunas de las interferencias en la aplicacion de esta
técnica. En el ANEXO C se describe el método.

2.2.2 Prueba de desorcion

Estas pruebas se realizaron con el objeto de medir el efecto de desorcidon con aire de

los compuestos clorofendlicos. La prueba se realizé en un sistema como el mostrado en
la Figura 10.

La prueba de desorcion se realizd en matraces Erlenmeyer de 500 mL que contenian
200 mL de la solucidn clorofendlica en un matraz y el mismo volumen de agua en el
otro. La temperatura se mantuvo a 28+1°C, la agitacién fue de 200 rpm y el oxigeno fue

suministrado por medio de compresores de aire con un flujo de 1.9+0.72 L/min.

38



2. Materiales y métodos

Aire

Solucién
clorofendlica

Figura 10. Esquema del sistema utilizado en la prueba de desorcion.

2.2.2.1 Parametros de monitoreo

El parametro monitoreado en esta etapa fue la concentracion de clorofenoles, cada

hora durante 6 horas.

2.2.3 Prueba de sorcién

Esta se realizé con el objeto de determinar el grado de sorcion de los clorofenoles en el
alginato de calcio.

La prueba de sorcion se realizd utilizando el sistema mostrado en la Figura 11, la

temperatura fue controlada a 28°C por medio de recirculacion de agua a través de una
chaqueta externa.
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Columna empacada
con biocatalizador

Solucidn con téxico

Figura 11. Reactor de columna empacada utilizado para la prueba de sorciéon y

para la remocion de clorofenoles.
La columna fue empacada con aproximadamente 44 g de alginato de calcio (sin
bacterias). Se hizo circular una solucion de cada compuesto clorofendlico a diferentes
concentraciones (2-clorofenol y 2 4-diclorofenol a 500 mg/L, 2,4,6-triclorofenol a 300
mg/L).

2.2.3.1 Parametros de monitoreo

El parametro evaluado en esta etapa fue la concentracién de clorofenoles,

periddicamente durante 24 horas.
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2.3 Etapa lll. Remocién de 2-clorofenol, 2 4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol
con bacterias libres en un reactor agitado

En esta etapa se realiz¢ la remocidn de los clorofenoles en concentraciones desde 25
hasta 1000 mg/L en un reactor agitado con células libres en suspension y con el
sistema aireado. Esto con el objeto de determinar las constantes cinéticas de remocion
en un sistema que semeja uno de lodos activados.

El reactor utilizado para esta prueba tenia un volumen total de 500 mL y un volumen de
trabajo de 150 mL. La temperatura se mantuvo a 28+1°C, el pH no fue controlado y la
agitacién de 200 rom. El oxigeno fue suministrado por medio de compresores de aire
con un flujo de 1.910.72 Umin. La Pseudomonas fluorescens se hizo crecer por
incubacion a 35 °C en un agitador orbital a 200 rpm en medio YPG (50 mL) por 16 h.
Después de este periodo el cultivo fue centrifugado a 4500 rpm y resuspendido con

solucion salina (1 g KCI / L) para obtener las células limpias (sin carbono
biodegradable).

El esquema utilizado en esta etapa se muestra en la Figura 12.

Alre

Agitacion 200 rpm

Solucion
clorofenglica

Figura 12. Reactor agitado y con aireacion para la remocion de clorofenoles con

bacterias libres.
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Las concentraciones usadas en todos los experimentos para el 2-clorofenol, 2,4-
diclorofenol y 2,4, 6-triclorofenol fueron 25, 50, 70, 100, 300, 500, 700 y 1000 mg/L. Las
pruebas realizadas para cada concentracion se llevaron a cabo por duplicado.

Los datos obtenidos de |la evaluacion de las concentraciones de ios tres compuestos se
utilizaron para determinar |a cinética de remocién. Los datos fueron modelados con una
ecuacion de primer orden del tipo InC=InC,-kt. Los parametros C, y k fueron

calculados.

2.3.1 Parametros de monitoreo
Los parametros medidos en esta etapa fueron

2 La concentracion de clorofenoles, evaluada cada 15 minutos durante las
primeras 2 horas y cada 30 minutos durante ias dos horas restantes

= El crecimiento bacteriano, determinado cada 2 horas

= El pH, medido al inicio y al final

9 La concentracion de oxigeno disuelto, medida al inicio y al final.

2.3.2 Técnicas analiticas

El crecimiento bacteriano en suspension fue determinado en forma indirecta por medio
de la medicion de la densidad optica. Para ello se empleé una alicuota de 1 mL que se
diluyé a 10 mL con agua destilada. La absorbancia de la muestra se midid contra un

blanco de agua destilada a 610 nm en un espectrofotometro Milton Roy Spectronic 210.

42




2. Materiales y métodos

El pH fue medido directamente de la muestra utilizando un medidor y controlador de pH
Cole Parmer y el oxigeno disuelto se midio con un electrodo medidor de oxigeno
disueito YSI 5739 Field Probe.

2.4 Etapa IV. Remocidn de 2-clorofenol, 2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol
con bacterias inmovilizadas usando un reactor agitado

El objetivo de esta etapa fue determinar algunas caracteristicas fisicas del
biocatalizador y ilevar a cabo la remocion de los clorofenoles por medio de un sistema
de céluias inmovilizadas en un reactor agitado, simulando un sistema de lodos

activados modificado.

Por o tanto, esta etapa comprendio dos estudios experimentales. En el primero se llevo
a cabo la preparacion y caracterizacion fisica del biocatalizador. En el segundo se
realizd la remocion de los clorofenoles en concentraciones desde 25 a 1000 mg/L

utilizando un reactor agitado con células inmovilizadas en suspension.

2.4.1 Preparacioén del biocatalizador

El biocatalizador se preparé en un sistema como el mostrado en ta Figura 13 con el
procedimiento detallado por Sanchez de la Vega et al., (1995) que se encuentra en el
ANEXO D.

Una vez preparado el biocatalizador, se caracterizdé fisicamente determinando
parametros como el tamafio de particula, la densidad aparente y real, la humedad, la

fraccion de vacios y la capacidad de atrapamiento celular.
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be © o4 Mezcla de alginato/bacterias

Flujo de aire
5 |

¢ . e o 0o oy o, CaCl20.1 N

* . ...I...!

Figura 13. Equipo empleado para la elaboracién de esferas de alginato de calcio.

2.4.1.1 Técnicas analiticas

Tamano de particula.
El tamafio de particula se determind manuaimente midiendo el diametro de la esfera
con un vernier. Se tomd una muestra representativa de 50 esferas determinandose el

promedio y la desviacion estandar.

Densidad aparente y real.

La densidad aparente (Da) se determinod dentro de una probeta colocande una cantidad
conocida de esferas de alginato de calcio (retirando antes el exceso de agua).
Posteriormente, se agregd un volumen conocido de agua y se midid el volumen

desplazado. Se aplico la siguiente expresion para calcular la densidad aparente.
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2. Materiales y métodos

donde

o
o

[}
<| T

D, : densidad aparente [M L]
P . peso del material [M]

V : volumen desplazado [L)

La densidad real (Dr) se determind dentro de un matraz aforado colocando una

cantidad conocida de esferas de alginato de calcio (retirando antes el exceso de agua),

se aford con agua y se pesd. Posteriormente se aplicaron las siguientes ecuaciones.

donde

Pa=Pf-Pm-P
VW—-—EI-
pra
Vm=Va-vw
Dr=i
Vm

P.: peso del agua [M]

P¢: peso final [M]

[+1]

Pm : peso del matraz [M]

V.« . peso del agua [M]

pa : densidad del agua [M L]
Vi : volumen de la muestra [L?)
Va : volumen aforado [L73]

D; : densidad real [M L]

[2.2]
[2.3]
[2.4]
[2.5]
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2. Materiales y métodos

Humedad y fraccién de vacios.

La humedadd se determiné utilizando una termobalanza (Ohaus). Las determinaciones
en la termobalanza se realizaron a una potencia de 1 Watt. El tiempo de secado fue de
aproximadamente 1 hora, ya que la velocidad de secado debe ser lenta para evitar la
formacion de una capa dura en la superficie de las esferas. Se determind la pérdida de

humedad a intervalos de 1 minuto.

La fraccidn de vacios (g) es la relacion del volumen intraparticula (vacio) e

interparticula, entre el volumen total que ocupa el biocatalizador y representa la fraccién
vacia disponible para la reaccidn. Para su determinacion se utilizara el método de
desplazamiento de un volumen de liquido por las particulas del biocatalizador
(Buchhoiz, 1979).

Para su medicidon se tomo un volumen conocido de esferas y se secaron hasta alcanzar
la humedad critica. Posteriormente, se vaciaron en 20 mL de una solucién de CaCl, 0.1
N. Se permitidé que las esferas recuperaran su volumen original y se midié el volumen
desplazado, lo cual corresponde al volumen que ocupa |la matriz del catalizador. El

volumen total menos el volumen desplazado comprende el volumen vacio.

Determinacion de la capacidad de atrapamiento celular.

La capacidad de atrapamiento celular se determindé cada vez que se realizaban las
pruebas con células inmovilizadas. Para ello se tomaba una esfera y se colocaba en
papel secante, se maceraba y disolvia en 10 mL de agua destilada que contenia 2 g/L
de EDTA y 20 g/L de NaCl. Se realizaron diluciones a diferentes niveles y tres

diluciones fueron sembradas en cajas de YPG-agar y King B-agar para cuenta total a
las 24 h.
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2.4.2 Células inmovilizadas en suspension
El objetivo de este experimento fue determinar la cinética de degradacion en un sistema
de células inmovilizadas en un reactor agitado, simulando un sistema de lodos

activados modificado.

El reactor utilizado en esta seccidn es el mostrado en la Figura 14.

Alre
Agitacion 200 rpm
Solucion ] .
clorofendlica Biocatalizador

Figura 14. Sistema de células inmovilizadas en un reactor agitado.

Para llevar a cabo esta experiencia se utilizaron 10 g del biocatalizador, el cual fue

adicionado a la solucion clorofendlica.

Los datos obtenidos de la evaluacion de las concentraciones de los tres compuestos se
utilizaron para determinar la cinética de degradacion. Los datos fueron modelados con

una ecuacion de primer orden del tipo InC =InC, -kt Los pardmetros Co y k fueron

calculados.
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2.4.2.1 Parametros de monitoreo

Los parametros evaluados en esta etapa fueron:

2 La concentracién de clorofenoles, evaluada cada 15 minutos durante las
primeras 2 horas y cada 30 minutos durante |as dos horas restantes
= El pH, medido al inicio y al final

2 La concentracion de oxigeno disuelto, medida al inicio y al final.

2.5 Etapa V. Remocion de 2-clorofenol, 2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol

con bacterias inmovilizadas usando una columna empacada

Esta prueba se realizé con la finalidad de determinar la cinética de remocion en un
sistema de bacterias inmovilizadas en una columna empacada. Este sistema simula un

procesao de filtros sumergidos.

La prueba se realizd utilizando una columna de vidrio con un volumen de trabajo de
0.054 L, la temperatura fue controlada a 28°C por medio de recirculacion de agua a

través de una chaqueta externa (Figura 11).

La columna fue empacada con aproximadamente 44 g de esferas de alginato de calcio
/bacterias. Se hizo circutar 200 mL de una solucion de cada compuesto clorofendlico a
diferentes concentraciones (300, 500 y 700 para 2-clorofenol y 2 4-dictorofenol y 300 y

500 para 2,4,6-triclorofenol) por medio de una bomba peristaltica de velocidad variable.

E! tiempo de la corrida fue el suficiente para alcanzar un porcentaje de remocién de

95%, determinando el cambio de la concentracion de los clorofenoles periddicamente.
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2.5.1 Parametros de monitoreo
Los parametros evaluados en esta etapa fueron
= La concentracion de clorofenoles, evaluada cada hora durante 4 horas y
después cada 2 horas

< El pH, medido al inicio y al final

< La concentracidn de oxigeno disuelto, medida al inicio y al final.
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3. Resultados y discusién

3.Resultados y discusion

3.1 Etapa I. Caracterizacion microbiolégica de Pseudomonas fluorescens

De acuerdo con la caracterizacion llevada a cabo por Cabello {1995), la bacteria
degradadora fue identificada como Pseudomonas fluorescens. Las pruebas de

degradabilidad mostraron que la bacteria era capaz de degradar fenol y clorofenoles.

La lectura de los resultados segun el manual del API indica que la bacteria fue
identificada como Pseudomonas fluorescens en las dos pruebas efectuadas. Con
estos resultados se descarté la posibilidad de que se hubiera contaminado durante el
transcurso de la experimentacion. Los resultados de ia prueba API se muestran en la
Tabla 15.
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3. Resuitados y discusion

Tabla 15. Resultados de la prueba de identificacién API.

PI
SUSTRATO REACCIONES/ENZIMAS RESULTADO P. ﬂuzrescens
Ortonitrofenolgalactosido B-galactosidasa - -
Arginina Arginina dehidrolasa + +
Lisina Lisina descarboxilasa - -
Ornitina Ormitina descarboxilasa - -
Citrato sodico Utilizacidn del citrato + +
Tiosulfato sédico Produccion de H,S - -
Uréa Ureasa - -
Triptéfano Triptofano desaminasa - -
Triptofano Produccion de indol - -
Piruvato sodico Produccién de acetoina + +
Gelatina de Kohn Gelatinasa + +
Glucosa Fermentacién/oxidacion - -
Manitol Fermentacion/oxidacidn - -
Inosito Fermentacién/oxidacion - -
Sorbitol Fermentacidn/oxidacién - -
Ramnosa Fermentacién/oxidacion - -
Sacarosa Fermentacidn/oxidacion - -
Melibiosa Fermentacién/oxidacién - -
Amigdalina Fermentacion/oxidacién . -
Arabinosa Fermentacion/oxidacion - -
Sobre papel filtro Citocromo oxidasa + +

3.2 Etapa ll. Pruebas testigo

Se realizaron tres pruebas testigo con el objeto de determinar otros factores alternos
que intervinieran en la remocidn de los clorofenoles, éstas y sus resultados se listan a

continuacion,
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3. Resultados y discusion

3.2.1 Prueba de descomposicion

En esta prueba se llevd a cabo la determinacion del cambio de concentracion en
matraces abiertos sin bacterias y sin aireacion. Los resultados obtenidos de este
experimento muestran que la concentracion de los compuestos clorofenclicos con
respecto al tiempo no disminuye significativamente durante 8 h (Figura 15). Despues
de este tiempo se observé una disminucion sdlo en el 2-clorofenol (35%) y el 2 4-
diclorofenol (17%). La concentracién del 2,4 6-triclorofenol permanecié constante

durante las 96.5 horas de la prueba.

Debido a los resultados obtenidos y a las condiciones de experimentacion es posible
que el mecanismo que produce la disminucion en la concentracion de las soluciones
clorofendlicas sea la fotdlisis ya que en otros trabajos se ha reportado este

mecanismo como eficiente en la remocion de clorofenoles.

1200

1000

300

600

400 +

Concentracion (mg/L)

200 +

0 1 2 3 4 8 24,5 96.5

Tierapo (h)

—4—2-Clorofenol g 2,4-Diclorofencl —e— 2,4,6-Tniclorofenol

Figura 15. Cambio de concentracion de las soluciones clorofendlicas en control

sin bacterias y sin aireacion.
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3.2.2 Prueba de desorcién

Debido a que los valores de las constantes de Henry para cada uno de los compuestos
clorofendlicos propuestos los clasifica como "semivolatiles”, se planted el lievar a cabo
una corrida testigo para determinar su remocidn por desorcidn con aire. La relacién de
volumen de aire con volumen de medio fue de 9.5 L/L min, que fue la empleada en los

estudios de biodegradacion.

Al término de dicha experimentacion, la concentracion del 2-clorofencl habia
disminuido de una concentracién inicial de 494 mg a 90 mg (remocidén del 82%).
mientras que el matraz que contenia solo agua aumentd la concentracién a 153 mg
(recuperacion del 38%). En el caso de! 2 4-diclorofenol la concentracion inicial
disminuyo de 475 mg a 278 mg (remocién del 42%, es decir 197 mg), mientras que la
concentracion final en el matraz que contenia agua fue de 114 mg (recuperacion del
58%).

En la Figura 16,17 y 18 se observa claramente que la concentracion de! 2-clorofenol y
2,4-diclorofenol en el matraz de la solucion disminuia mientras que en el matraz que
contenia agua iba en aumento. Comprobando con esto que se lleva a cabo un arrastre
del compuesto por efecto del aire y la agitacion. Para el caso del 2,4 6-triclorofenol
esto no fue observado, debido a que su constante de Henry (9.07 x 10® atm m*mol) es
mas pequefa en comparacién con el 2-clorofenol (8.28 x 10° atm m*mol) y el 2.4-

diclorofenol (6.66 x 10® atm m*mol), haciéndolo dificil de ser desorbido.
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Figura 16. Desorcién del 2-clorofenol con aire.
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Figura 17. Desorcion del 2,4-diclorofenol con aire.
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Figura 18. Desorcion del 2,4,6-triclorofenol con aire.

La eliminacién de compuestos por arrastre {desorcidn) se produce cuando un gas
(normalmente aire) queda atrapado temporalmente en el agua residual, o cuando se
introduce de manera expresa para conseguir determinados objetivos de tratamiento.
Cuando se introduce un gas en el agua residual, se produce la transferencia de estos
compuestos del agua residual al gas. Una de las fuerzas que gobiernan la
transferencia de moléculas entre las dos fases es el gradiente de concentracion entre
cada una de estas (Metcalf y Eddy, 1996).

Por lo tanto, el cambio de la concentracion de los clorofenoles con respecto al tiempo
esta dado por una fuerza motriz (diferencia de concentraciones) y por un factor

relacionado con el flujo de aire. La ecuacién [3.1] fue propuesta para describir la

cinética de desorcion
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De acuerdo con Weber y Smith (1986) el factor de desorcion esta dado por

s-K_ s 3.2]
| 55.55V '

donde
k: constante de velocidad de desorcion (h')
Qg: tasa molar del gas [moles/h]
55.565: moles de agua por litro [moles/L]
V : Volumen de trabajo (L)

sustituyendo en la ecuacion {3.1] queda

Q
_dac _ g
dt k[ss.ss v]c 3.3}

Q
_4c _ 9
- - k[ 5555 V]dt (3.4]

al integrar la ecuacion [3.4] queda

Q, ;
e =K Ssssv | (35]

evaluando entre t=t, t=0 y C=C, C;= Co queda

Q
-InC ~InC, = k(ss.s% v](l ~0) [3.6]
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rearreglando términos

Q
- _ g 37
InC = InC,, k[ss.ssv]‘ [3.7]

La disminucion de la concentracion del 2-clorofenol y el 2,4-diclorofenol se representd
por medio de la ecuacién [3.7] (Figura 19) y se determind la constante de velocidad de
desorcion en funcidn de la relacién de tasa molar de aire con moles de trabajo, los

resultados para las condiciones de trabajo de este estudio se muestran en {a Tabla 16.

6 ;“M =09
O 4t r=099
£

2 | A 2-clorofenol

1o 2. 4diclorofenol
0
0 1 2 3 4 5
Tiempo (h)

Figura 19. Representacion de los datos de desorcién por medio de la ecuacién de

primer orden.

Tabla 16. Valores de las constantes de velocidad de desorcioén.

Compuesto k(h™) " T Cofmgl)
2-Clorofenol 0.51 ' 516.77

2 .4-Diclorofenol 0.138 451.83

Existe una gran diversidad de resultados con respecto a la desorcién de los

clorofenoles con aire. En la Tabla 17 se muestra ia comparacién de algunos trabajos.

57




3. Resultados y discusién

Se observa que mientras menor es el gradiente de concentraciones entre la fase

liquida y la gaseosa, el fenédmerno de desorcion no se presenta.

Tabla 17. Comparacion de los resultados de desorcién de algunos trabajos.

Concentracion VVM L . '
. eferencia
Compuesto (mg/L) (L/L min) Desorcion Referenci

2-Cloraofenol .
2 4-Diclorofenol 500 9.5 ]| Esle trabajo
2-Clorofenol 250 0.2 Si Armenante et al. (1892)
Varios clorofenoles 100 1 NO Dapaah y Hill (1992) [
2,4-Diclorofenol 75 0.67 NO Kincannon ef al. (1983) |

La desorcién con aire puede ser un método efectivo para la remocion de estos

compuestos, pero se puede aplicar s6lo en aqueilos caso en [os que las
concentraciones no excedan a 100 ppm ya que de lo contrario se puede tener
problemas de contaminacién del aire (Jiménez ef al, 1986). Por tal razén, la
eliminacién via bioldgica ha sido una alternativa en la eliminacién de estos

compuestos.

3.2.3 Prueba de sorcion

La adsorcidn es la concentracion de un componente en la superficie externa en una
interfase mientras que fa absorcidon se considera como aquella que describe el
movimiento de algo en el interior de una matriz. Pero debido a las dificultades que
representa discernir los limites entre las interfases soélido-agua, se utiliza el término
sorcion, que ha sido adoptado para describir en forma general tanto la adsorcién como
fa absorcion. En la practica, la sorcién generalmente indica el movimiento de una fase

libre o movil (gas o liquido) al interior o a la superficie de una fase fija (Dieterich, 1993).

Esta prueba se realizd con el objeto de determinar la capacidad del alginato de calcio

para sorber los clorofencles y de esta manera determinar la disponibilidad del
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compuesto a las bacterias inmovilizadas en el soporte. En la Figura 20 se muestran los
resultados.

600
—a— 2-Clorofenol ‘,
- 500 _
= —o— 2 4-Diclorofenol I
E 400 1 —a2,46-Triclorofenol
S
E 300 A
g 200 - : o
c ]
o ! )
O 100 '
0 ! 1
o 1 2 3 4 5 6

Tiempo (h)
Figura 20. Resultados de la prueba de sorcién en alginato de calcio.

El analisis de la cantidad de clorofencles sorbida se hizo con base en la cantidad de

alginato de calcio en las esferas (2.5% p/v). Los datos obtenidos con el experimento se
muestran en la Tabla 18.

Tabla 18. Resultados de la prueba de sorcién.

COMPUESTO g de clorofencl sorbidos/g alginato
2-Clorofenol T 002
2.4-Diclorofenol 0.04
2.4 6-Triclorofenol 0.006

Pai et al. (1995) determinaron la isoterma de adsorcion del fenol en un biocatalizador
de alginato de calcio al 4% con un didmetro de 3 mm y encontraron que durante el
inicio de la experimentacion (casi 25 dias) el fenol se adsorbid continuamente al

soporte a pesar de haberlo saturado antes de iniciar la corrida,
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3.3 Etapa Ill. Remocién de 2-clorofenol, 2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol

con bacterias libres en un reactor agitado

Las experiencias de remocion de los compuestos clorofendlicos se efectuaron por
duplicado y los parametros medidos fueron crecimiento bacteriano (como densidad
dptica), pH y oxigeno disuelto. Los resultados para cada uno de éstos se presentan a

continuacion

3.3.1 Crecimiento bacteriano

Debido a que la densidad optica es una medicidn indirecta del crecimiento celular y un
indicativo de que la bacteria esta utilizando los clorofencles como sustrato, se
esperaba observar un aumento en la densidad Optica durante el tiempo de

experimentacion.
Los valores de densidad optica se midieron al tiempo 0, 2 y 4 h. Segun se observa en

la Tabla 19, para los tres compuestos a diferentes concentraciones, la densidad optica

no varié significativamente con el paso del tiempo.

Tabla 18. Crecimiento bacteriano para el sistema de células libres en reactor

agitado.
Compuesto Tiempo (h) Densidad é-ptlca Desviacion estandar
promedio
2-Clorofenol 0 0.034 0.003
2 0.034 0.004
4 0.033 0.004
2,4-Diclorofenol 0 0.035 0.004
2 0.036 0.004
4 0.036 0.004
2,4,6-Triclorofenol 0 0.033 0.004
2 0.033 0.003
4 0.030 0.005
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Debe considerarse que en la preparacion de las bacterias se eliminé toda la dextrosa
restante del medio de cultivo, es decir, que las bacterias fueron puestas directamente
en la solucién clorofendlica. La razén de no encontrar gran diferencia en la medicion de
la densidad éptica es el pequefio tiempo de seguimiento durante el cual las bacterias
no han logrado adaptarse al medio y por |o tanto no presentan crecimiento apreciable.
£l tiempo fue establecido con base en las velocidades de remocion de los compuestos
observadas en un experimento preliminar, durante el cual se observaba una velocidad

mayor durante las primeras 4 horas y posteriormente tendia a disminuir.

3.3.2 pH

El pH se midi6é para los sistemas de células libres al inicio y al final del proceso; en la

Tabla 20 se muestran los valores para los tres compuestos.

Tabla 20. Valores de pH en el sistema de células libres en reactor agitado.

. . Desviacion
Compuesto Tiempo (b} | pH promedio estandar
2-Clorofenol 0 6.31 0.25
4 6.71 0.35
2.4-Diclorofenol 0 6.05 0.35
4 7.02 0.29
2.4 6-Triclorofenol 0 3.04 1.51
4 7.94 0.40

De ia tabla se puede observar que el pH se ve incrementado para el caso del 2-

clorofenol y el 2,4-diclorofencl. En el caso especifico del 2 4 6-triclorofenol se puede

decir que permanecié constante.

La pequefa variacion en los valores de pH en el transcurso de la experimentacion

indica que éste no es un parametro limitante.
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3.3.3 Oxigeno disuelto

Bajo las condiciones ambientales de la experimentacién (temperatura de 28 °Cy
presion atmosférica de 654 mmHg), la concentracién de oxigeno disuelto maxima que
se puede alcanzar es aproximadamente de 6 mg/L. El oxigeno disuelto se midio al

inicio y al final del experimento y en la Tabla 21 se muestran los valores obtenidos.

Tabla 21. Valores de oxigeno disuelto en el sistema de células libres en reactor

agitado.
Compuesto Tiempo (h) Oxigeno d&fr‘ﬁjg promedio Desviacion estandar
2-Clorofenol 0 3.060 0.406
4 4160 0.340
2.4-Diclorofenol 0 3.430 0.283
4 3.926 0.536
2.4 6-Triclorofenol 0 2.901 0.318
4 3,613 0.587

De los datos obtenidos, se puede observar una tendencia a aumentar la concentracion
de oxigeno disuelto entre la hora 0 y la 4. Esto se debid a la continua agitacién y
suministro de aire, 10 que hace que la concentracion de oxigeno aumente en el medio.
Sin embargo, este aumente no es significativo, es por esto, que la concentracion de

oxigeno disuelto no se considera un parametro limitante.

La aireacidn, aun en reactores con operacion por lote, puede ser vista como un

proceso continuo. La velocidad de acumulacion de oxigeno en el medio esta dada por

dCol/dt = velocidad de transferencia de O, en el reactor -

velocidad de consumo de O,

Sin embargo la transferencia de oxigeno y el consumo de oxigeno son procesos muy

rapidos y la concentracion de oxigeno disuelto rapidamente alcanzard un estado
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estacionario aparente o temporal. Por lo tanto en el estado estacionario dCo/dt =0 y ia

velocidad de transferencia sera igual a la velocidad de consumo de oxigeno.

3.3.4 Cinética de la degradacion

Los datos obtenidos de la evaluaciéon de la concentracion de los clorofenocles fueron

graficados en funcién del tiempo (ANEXO E).

La representacion del cambio de concentracidn con respecto al tiempo de las
concentraciones de 2-clorofenol y 2 4-diclorofenol (500 mg/L) y 2,4,6-triclorofenol (300
mg/L) se presenta en la Figura 21. En el caso especifico del 2,4 6-triclorofenol no se

observd una disminucién significativa de la concentracién con respecto al tiempo.
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Figura 21. Cambio de concentracion de los clorofenoles con respecto al tiempo.

De acuerdo a Burton y Tchobanoglous (1991) se realizd la determinacion de la
constante de la velocidad (k) para cada compuesto por medio de la ecuacion de primer

orden InC =InC_ -kt, utilizando los datos obtenidos para el 2-clorofenol y el 2 4-
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diclorofenol a 500 mg/L y para el 2,4,6-triclorofencl a 300 mg/L. Para el caso especifico

del 2,4 6-triclorofenol, no se representaron los datos por medio de la ecuacion de

primer orden, ya que como se observa en la Figura 21 el cambio en |a concentracion es

despreciable. En la Figura 22 se observa el comportamiento de los resuitadas y en la

Tabla 22 se presentan los valores de k para cada compuesto asi como los valores de

Coyr.

8
Facr = 099
6 M
I240cF = 0.97
O
s 4
5 . & 2-clorofenol
o 2 4-diclorofenol
0
t] 1 2 3 4 5

Tiempo (h)

Figura 22, Representacion de los datos por medio de la ecuacién de primer

orden.

Tabla 22. Valores de las constantes cinéticas de primer orden.

Compueste  ~ — k(n") T " Co(mgn)
2-Clorofenol ' 0.258 55341

2,4-Diclorofenol 0.229 423.22

Las constantes de velocidad encontradas en este experimento fueron comparadas con

las constantes obtenidas en el experimento de desorcion.

Se pudo observar que para el caso del 2-clorofenol, la constante de velocidad de

desorcién (k = 0.510) fue mucho mayor que la obtenida en este experimento (k =
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0.258), es decir, que el fendmeno de desorcion se da mas rapido que cualquier otro

mecanismo de remocion.

Sin embargo, para el caso del 2,4-diclorofencl el valor de la constante obtenida con
bacterias libres (k = 0.229) es mayor que la obtenida en el experimento de desorcion (k
= 0.138), lo que indica que puede existir otro mecanismo alterno a la desorcién,

posiblemente biodegradacién o sorcion en las células.

3.4 Etapa IV. Remocién de 2-clorofenol, 2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol

con bacterias inmovilizadas usando un reactor agitado

3.4.1 Caracterizacion fisica

A pesar de que este trabajo estd basado en el estudio realizado por Sanchez de la
Vega (1995), las caracteristicas fisicas determinadas por este autor no nos fueron de
utilidad, debido a que el alginato de sodio usado fue de diferente lote y por lo tanto el

biocatalizador diferente.

Por esta razén, se hicieron varias pruebas para determinar la concentracion de alginato
de sodio y la presién de aire necesarias para obtener un soporte de calidad similar al
preparado por Sanchez de la Vega. Después de las pruebas se determiné que la

concentracion optima era 2.5% de alginato de sodio y la presion dptima de 1.5 kg/lcm?,

+ Tamano de particula

De acuerdo con Sanchez de |la Vega (1995) e! didmetro es funcién de la presion de aire
aplicada al preparar el biocatalizador. En la Tabla 23 se presentan los valores del

diametro de las esferas en funcién de la presidn aplicada.

65



3. Resultados y discusion

Tabla 23. Valores de diametros obtenidos utilizando diferentes presiones de aire.

~ Presion de aire

(kgfcm?) Diametro® (mm) Diametro® (mm)
0 - 335 7 300+0.12
! 2.38 2.22 4 0.19
2 1.41 1.73+0.14
3 1.13 o 1.27+0.12

mas frecuente en el cribado

o W

medido con vernier

El tamano de particula que se obtuvo en este trabajo bajo las condiciones establecidas
con anterioridad (concentracion de alginato 2.5% y presion de 1.5 kg/cm?) fue de 2.46 =+
0.24. Con este tamano de particula se trabajo durante la experimentacion realizada con

las células inmovilizadas.

“ Densidad aparente y real

Los valores obtenidos de la densidad tanto real como aparente para el biocatalizador

preparado al 2.5% y con un diametro de 2.46 mm se presentan en la Tabla 24.

Tabla 24. Vaiores de la densidad real y aparente.

g/mL
“Densidad real 109
Densidad aparente 0.69

“ Humedad y fraccién de vacios
La humedad y fraccidon de vacios se determind usando el biocatalizador con

concentracion de alginato de sodio al 2.5% y diametro de 2.46 mm. Las curvas

obtenidas al llevar a sequedad el biocatalizador se muestran en la Figura 23.
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Figura 23. Curva de secado.

La curva que se obtuvo durante la prueba realizada para determinar la fraccion de
vacios, se muestra en la Figura 24. De acuerdo a Quirasco (1994) y determinando las
tres etapas de secado, el porcentaje de humedad alcanzado al inicio de la tercera

etapa fue de 49%. En este punto es donde se determina la fraccién de vacios.

-dH/dt
[
.
.
.
.
H
*

0 20 40 60 &0 100

% Humedad

Figura 24. Velocidades de secado para el biocatalizador.
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En este tipo de curvas se observan tres periodos de secado:

> En el primero hay una alta velocidad de evaporacion y la velocidad va en

aumento.

< En el segundo, se presenta un equilibrio entre la velocidad de transferencia de
calor y la velocidad de transferencia de masa en la superficie. La velocidad de
secado es asi casi constante, pues el agua libre se difunde dentro dei sélido

hacia la superficie en la cual se evapora a una tasa constante.

< En el tercer periodo ia velocidad de secado decrece. Comienza cuando se
alcanza el contenido critico de humedad. Aqui el agua libre ya ha sido
eliminada y el agua ligada comienza a evaporarse dentro de la particula y se

difunde fuera de ella hacia el gas que la rodea.

La fraccion de vacios determinada de acuerdo con el método propuesto por Buchholz
(1979} fue de 0.47, cuyo valor es mas pequefio al determinado por Quirasco (1994) de
0.38 y por Sanchez de la Vega (1995) de 063 a 0.68. En otras palabras, éste

biocatalizador es menos eficiente en términos del volumen de reactor requerido.

@ Capacidad de atrapamiento

Los resultados obtenidos en este estudio fueron de 10° y 10° UFC/mL, con lo cual la
capacidad de atrapamiento del biocatalizador es comparable a los valores obtenidos

por Chevalier y de la Noue (1988) de 10, Keweloh et al. (1990) de 10° y Boross et al,
(1990) de 10° a 10".
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3.4.2 Células inmovilizadas en reactor agitado

Utilizando el sistema de reactor agitado se realizo la prueba de degradacién de los tres
compuestos usando las células inmovilizadas. El pH, concentracion de oxigeno
disuelto y concentracion de clorofenoles fueron evaluados, obteniéndose los siguientes

resultados.

3.4.2.1 pH

El pH fue medido al igual que los sistemas de células libres al inicio y al final del

proceso y en |la Tabla 25 se muestran los valores de pH para los tres compuestos.

Tabla 25. Valores de pH en el sistema de células inmovilizadas en reactor agitado.

. . Desviacion
Compuesto Tiempo (h) | pH promedio estandar
2-Clorofenol 0 6.16 0.41
4 6.51 0.31
2.4-Diclorofenol 0 573 0.35
4 6.80 0.14
2.4 6-Triclorofenol 0 8.50 1.46
4 7.66 0.52

De la tabla se observa que el pH se ve incrementado para ef 2-clorofenol y el 2,4-
diclorofenol. EI cambio de pH aungue no es muy significativo, se debe a la accion de la
solucién amertiguadora de fosfatos que para el 2-clorofenol y 2 4-diclorofenol tiende a

aumentar un poco y en el caso del 2 4 6-triclorofencl con valores de pH entre 8 y 9

tiende a disminuirlo durante la experimentacion.

3.4.2.2 Oxigeno disuelto

La concentracion de oxigeno disuelto se midio al inicio y al final del experimento. En la

Tabla 26 se muestran los valores de oxigeno disuelto en mg/L.
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Tabla 26. Concentracion de oxigeno disuelto para el sistema de células

inmovilizadas en reactor agitado.

Compuesto Tiempo (h) g:‘;?‘_le:‘;:'{f:';;t? Desviacién estandar
2-Clorofenol 0 3.900 0.319
4 4.000 0.420
2,4-Diclorofenol 0 3.870 0.371
4 3.840 0.399
2.4 6-Triclorofenol 0 3.959 0.552
4 3.806 0.250

En general se puede observar que para células inmovilizadas la concentracion de
oxigeno disuelto practicamente permanecid constante asi que se considera que la

concentracion de oxigeno disuelto en el medio no es un parametro limitante de la

reaccion.

3.4.2.3 Cinética de la degradacion

Los datos de cambio de concentracion con respecto al tiempo del 2-clorofenoi, 2.4-
diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol con todas las concentraciones trabajadas fueron
graficados, las representaciones se muestran en el ANEXO F. La grafica de los

cambios de concentracion de los compuestos clorofendlicos con respecto al tiempo se
presenta en {a Figura 25.
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Figura 25. Cambio de concentracion de los clorofenoles con respecto al tiempo.

Se determinaron las constantes cinéticas para una cinética de primer orden de acuerdo
con Burton y Tchobanoglous (1991) udtilizando los datos obtenidos para la
concentracion de 500 mg/L para el 2-clorofencl y el 2 4-diclorofenol, la grafica se
muestra en la Figura 26 y los datos obtenidos de las constantes cinéticas se muestran
en la Tabla 27. La determinacion del 2 4, 6-triclorofencl no se realizd debido a que los

resultados obtenidos no muestran disminucion en la concentracion de este compuesto.

8

6 ?M‘z‘t’cp T 0%
(& lopp = 0.9%
47

5 | " a 2-clorofenl

o 2 4-diclorofenol
O 1 1 ]
0 1 2 3 4 5

Tiempo (h)

Figura 26. Representacion de los datos por medio de la ecuacién de reaccion de
primer orden.

71



3. Resultados y discusion

Tabla 27. Valores de las constantes cinéticas de primer orden.

“Compuesto i) coimal
2-Clorofenol 0250 46867

2,4-Diclorofenol 0.197 530.17

Comparando las constantes de velocidad obtenidas con las bacterias inmovilizadas
con las constantes de desorcion, se puede observar nuevamente gue para el 2-
clorofenol la velocidad de desorcion es mayor (k = 0.510) que la observada en el

experimento con las bacterias inmovilizadas (k = 0.250).

En el caso del 2 4-diclorofenol, la velocidad de desorcion (k = 0.138) es menor a la
encontrada con bacterias inmovilizadas, debido probablemente, a que existan otros
mecanismos alternos que intervengan en la remocién de este compuesto. La
biodegradacidn y la sorcion son algunos de los mecanismos de remocion que pudieran
haberse presentado en estos experimentos, sin embargo, esto no fue comprobado ni

cuantificado.

3.5 Etapa V. Remocién de 2-clorofenol, 2,4-diclorofencl y 2,4,6-triclorofenol

con bacterias inmovilizadas usando una columna empacada

3.5.1 Degradacién en columna empacada

En esta etapa se realizo la remocion de 2-clorofenol, 2,4-diclorofenol (300, 500 y 700
mg/L) y 2.,46-triclorofenol (300 y 500 mg/L) utilizando una columna empacada
totalmente sellada y sin aplicacidn de flujo de aire, con el objeto de eliminar el efecto
de la desorcidn y determinar la cantidad biodegradada para cada compuesto, los

resultados son los siguientes.
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La remocion del 2-clorofenol y el 2,4-diclorofenoi se llevd a cabo hasta que se alcanzd

por lo menos un 90%, lo cual no ocurrid para el caso del 2,4 6-triclorofenol que no

alcanzo el porcentaje de remocion establecido como limite a pesar de dejar transcurrir

hasta cerca de 170 horas. En la Tabla 28 se presentan ios porcentajes de remocion de

los tres compuestos y el tiempo necesario para alcanzarlos.

Tabla 28. Porcentajes de remocion alcanzados con bacterias inmovilizadas en

una columna empacada.

Concentracion Tiempo del L.

Compuesto (mgL} procepso (h) % Remocion
300 95 99
2-Clorofenol 500 57 90
700 48 99
300 32 94
2.,4-Diclorofenol 500 49 98
700 47 99
. 300 72 52
2,4 6-Triclorofenol 500 170 43

Para el 2-clorofenol se observa una tendencia general a disminuir e} tiempo de la

prueba mientras mayor es la concentracion del compuesto para alcanzar un porcentaje

de remocion cercano al 90%. Para el caso del 2 4,6-triclorofenol no se observa esto

puesto que los porcentajes maximos alcanzados con este compuesto fueron cercanos

al 50% y el tiempo de las corridas cercano a 100 horas.

3.5.2 Cinética de degradacion

La cinética de remocidn de los compuestos se muestra en las Figuras 27 28 y 29.
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Figura 27. Cinética de remocion del 2-clorofenol a diferentes concentraciones.
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Figura 28. Cinética de remocion del 2,4-diclorofenocl a diferentes concentraciones.
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Figura 29. Cinética de remocién del 2,4,6-triclorofenol a diferentes

concentraciones.

De acuerdo a Burton y Tchobanoglous (1991) se determind la cinética de remocion
para el 2-clorofenol y 2 4-diclorofenol a 500 mg/L. Los datos obtenidos fueron

representados por fa ecuacion InC =InC_ -kt y las constantes cinéticas Co y k para

cada compuesto y concentracion fueron determinados (Figura 30).

Para el caso del 24 6-triclorofenol nuevamente no se determind la cinética de

remocion, ya que la variacidén en la concentracién no fue significativa y no se pudieron
ajustar los datos a ningun orden de reaccion.
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Figura 30. Representacion de los datos obtenidos por medio de ia ecuacion de

primer orden.

En la Tabla 29 se presentan los valores de Co, k y r. La ecuacion empleada representa
adecuadamente los datos obtenidos para el 2-clorofenol y 2 4-diclorofenol con

coeficientes de correlacion mayores a 0.96.

Tabla 29. Valores de las constantes cinéticas de primer orden.

Compuesto kh' Co (mg/L)
2-Clorofenol " 0.0t 358.78

2.4-Diclorofenol 0.087 251 89

Sin embargo, considerando el efecto de sorcidn en el biocatalizador, se encontrd que
para 44 g de biocatalizador presente en la columna, se sorben 880 mg de 2-clorofenol
y 1760 mg de 2 4-diclorofenol. Por lo tanto la remocion de los clorofencles que se
observo durante el tiempo de la experimentacién es debida a la sorcién de los

clorofenoles en el biocatalizador y las constantes de velocidad encontradas son
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constantes de velocidad de sorcion. Asi tambien, debido a los largos tiempos de
experimentacién, es probable que parte de la remocidn sea debida a la fotolisis. No se
descarta la existencia de biodegradacién en el proceso, sin embargo, para que se

pueda cuantificar se debe emplear una técnica anaiitica mas precisa.
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4. Conclusiones y recomendaciones

4. Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

. La bacteria con la cual se trabajé fue identificada como Pseudomonas fluorescens,

de acuerdo con los resultados obtenidos utilizando el sistema de identificacion API.

De los resultados de las pruebas testigos se concluye lo siguiente.

™. Se detectd 15% de disminucidon de 2-clorofenol y 17 % de disminucion de 2,4-
diclorofenol a las 245 h en la prueba de descomposicion sin aireacion. La

disminucién pudo haber sido provocada por fotdlisis.

= Por otro lado, se propuso una ecuacién que representara la remocion de los
clorofencles por efecto de la aplicacion de aire, la ecuacion incluye dos fuerzas

motrices

» Larelacidn de flujo molar de aire con las moles de trabajo

» El gradiente de concentracion

A La sorcidn de los compuestos clorofendlicos en el alginato de calcio fue un
mecanismo importante en la remocion, alcanzandose porcentajes de remocion hasta
del 90%. La cantidad de clorofenoles que pueden ser sorbidas por el alginato fueron

0.02 g de 2-clorofenol/g alginato y 0.04 g de 2 4-diclorofenol/g alginato.
De ta comparacion de los tres sistemas empleados, es decir, para las pruebas en

matraz agitado utilizando bacterias libres e inmovilizadas y para el sistema de columna

empacada se puede concluir lo siguiente
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¥ Los parametros medidos como pH, oxigeno disuelto y crecimiento bacteriano
durante la prueba de remocion de los clorofenoles utilizando células libres e
inmovilizadas en un reactor agitado no son parametros limitantes en la cinética de

remocion, debido a que los cambios en sus valores son minimos.

= A pesar de que Cabello (1995) y Sanchez de la Vega (1995) reportaron que la
bacteria Pseudomonas fluorescens es degradadora de fenoles, con los resultados
obtenidos de las pruebas de este trabajo, se demostré que no pudo degradar el
2,4 6-triclorofenol bajo las condiciones de operacidén especificas de este trabajo.
Tanto en la prueba de matraces agitados como en la prueba de columna empacada
no se observo remocion de dicho compuesto. En otros trabajos como el de Kiyojara
et al. (1992) se ha reportado a la Pseudomonas picketti como degradadora de
2.4 6-triclorofenol y a Rhodococcus chlorophenolicus por degradar 2,3.4-2 3.5-
2,36-2,46- y 24 5-triclorofenol (Apajalahti y Salkincja-Salonen, 1986). Sin
embrago, con l|a bacteria usada en este trabajo no se obtuvieron resultados

positivos.

. La cinética de remocion en los tres sistemas empleados se ajusté a una ecuacién de
primer orden para el 2-clorofenol y 2 4-diclorofenol, presentando velocidades de
remocion del orden de 0.2 h™' para los sistemas de matraz agitado y del orden de

0.06 h'! para la columna empacada.

X Para el caso de los sistemas de matraces agitados, especificamente para el 2-
clorofenol, se observo que la velocidad de remocién por desorcidon (0.51 h'') fue
mayor a la velocidad de remocion por otros mecanismos (0.2 h™). Con estos
resultados no se puede descartar la posibilidad de que exista biodegradacion, sin

embargo no se pudo cuantificar bajo las condiciones de este experimento.

. A pesar de que se ha reportado que los sistemas de bacterias inmovilizadas han

sido exitosos en el tratamiento de efluentes con compuestos clorofendlicos, en este
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estudio no se pudo observar {0 mismo, debido a que existieron diversos

mecanismos alternos en la remocion.

= La eficiencia de remocién de los compuestos ciorofendlicos estuvo en funcidn del
estado en que encontraban las células, asi como del tipo de reactor. Se observo una
menor eficiencia en los sistemas de células inmovilizadas debido esto a los

fendmenos de transferencia en el alginato.

4.2 Recomendaciones

¥ La relacién del flujo de aire en el sistema de reactor agitado y bajo las condiciones
particulares de trabajo, provocd desorcion de los compuestos clorofendlicos con
constantes de velocidad de 0.510 h™' para el 2-clorofenol y 0.138 h'! para el 2, 4-
diclorofenol. Es por esto, que se concluye que para el disefo de un sistema de

tratamiento se debe considerar

a) La dilucion previa de oxigeno, o bien,

b) Las emisiones atmosféricas y su tratamiento

R A pesar de que no fue demostrado, el fendmeno de sorcidn puede considerarse
como una ventaja ya que facilita la disponibilidad del sustrato a las bacterias. Es por

esto, que se recomienda realizar pruebas posteriores con el objeto de demostrarlo.

¥ Una alternativa para demostrar si Pseudomonas fluorescens degrada 2.4.6-
triclorofenol es disminuir las concentraciones de trabajo y aclimatar previamente las
bacterias a los clorofenoles, asi como aumentar el tiempo de experimentacion. El
cambio de la técnica analitica para determinar clorofenoles seria necesario para

cuantificar de manera mas precisa el grado de biodegradacion.
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® Para el caso de los experimentos en matraz agitado, se recomienda por tanto
cambiar |las condiciones del experimento, especialmente la relacion del flujo de aire
y las concentraciones de trabajo (mas bajas), asi como cambiar la técnica analitica

para detectar clorofencles.

. Basado en los resultados con las células inmovilizadas, se recomienda probar otros

tipos de inmovilizacion donde la transferencia no sea un factor limitante.
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ANEXO A

Medios utilizados

Los medios utilizados para llevar a cabo el crecimiento de la bacteria asi como las

pruebas de degradacion se presentan en las tablas siguientes

Tabla A.1 Medio de crecimiento (YPG)

COMPONENTE g/L
Extracto de levadura 10
Peptona de caseina 10
Dextrosa anhidra 10
Agar-agar (para medio s6lido) 18

Esterilizar a 121 °C por 15 minutos.

Tabla A.2 Medio para Pseudomonas (King-B)

COMPONENTE a/L
Polipeptona 20
Glicerol 10
Sulfato de magnesio 1.5
Fosfato de potasio monobésico 0.9
Fosfato de potasio dibasico 0.9
Agar-agar {para medio sdlido) 15

Esterilizar a 121 °C por 15 minutos.
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Tabla A.3 Medio mineral diluido (Adaptado de Dapaah y Hill, 1992)

COMPONENTE g/L
Fosfato de potasio monobasico 0.084
Fosfato de potasio dibasico 0.075
Sulfato de amonio 0.488
Cloruro de sodio 0.06
Cloruro de calcio 0.6
Suifato de magnesio 0.06
Cloruro ferroso 0.0006

Esterilizar a 121

°C por 15 minutos.
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ANEXO B

Identificacién y aislamiento

La prueba de identificacion del API fue utilizada para la identificacion de la bacteria
Pseudomonas fluorescens en la etapa | de este trabajo. El procedimiento que se siguid
fue el siguiente;

1. Se prepard agar base sangre (40 g/L), se esterilizd y se prepararon cajas Petri,
las cuales se metieron a prueba de esterilidad por 24 h.

2. Las cajas Petri fueron sembradas con una asada de la muestra original,
quemando el asa cada vez que se realiza el estriado. Las cajas se metieron a
incubacion a 37°C por 24 h.

Una vez que la cepa crecid, se procedio a hacer la prueba del API.
Se humedecié la base de las cajas con agua destilada, retirando e! exceso y
colocando encima la tira de pruebas bioquimicas.

5. Se tomd con un palillo un poco del crecimiento bacteriano de la caja y se
transfirid a un tubo con 5 mL de solucién de NaCl al 0.85% estéril. La turbiedad
de la solucién del tubo debe ser similar a la Gltima de |la escala de Mc Farland.
Esto con el objeto de que las reacciones no sean demasiado rapidas ni lentas.

6. Con una pipeta Paster estéril se tomd una muestra del tubo y se llenaron los
pozos de la tira, procurando poner la punta de |a pipeta sobre un borde, evitando
de esta manera la formacion de burbujas dentro del pozo.

7. Los lugares con la leyenda en recuadro se llenaron totalmente con la muestra.
Los pozos con leyenda subrayada se terminaron de llenar con aceite mineral.

8. Una vez gque se termind el llenado, se tapd la tira y se metid a la incubadora a
37°C por 24 h.

9. Despues de 24 h en la incubadora, se procedié a comparar los colores de la
prueba con los colores indicados en el manual, para de esta manera determinar

cuales eran las reacciones positivas y las negativas.
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10. Se realizé la suma de los puntos que resultaron positivos y una vez que se
obtuvo el cédigo de numeros, se busco el correspondiente en el catalogo para

saber de esta manera de que microrganismo se trataba.
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ANEXO C

Técnica de la 4-aminoantipirina

El método colorimétrico de la 4-aminoantipirina determina fenol orto y meta sustituido y
bajo condiciones adecuadas de pH meta sustituidos. Ofrece una evaluacién general de

algunas especies fendlicas. La técnica analitica es la siguiente:

1. Tomar una alicuota de 100 uL de la solucién problema y llevarla a 10 mL con
agua destilada.

Agregar 250 L de hidroxido de amonioc 0.5 N.

Agregar 150 L de una solucion buffer de fosfatos (pH 6.8).

Agregar 100 L de 4-aminoantipirina al 2% y agitar bien.

Agregar 100 L de ferricianuro de potasio al 8% y agitar bien,

Esperar 15 minutos para que desarrolle el color.

Leer en el espectrofotometro contra el blanco a 500 nm.

@ N OOk 0N

Determinar la concentraciéon usando la curva de calibracion.

Curva de calibracién.

1. Preparar soluciones de clorofenoles a concentraciones conocidas (0.2, 0.4, 06,
0.8y 1gil).
2. Seguir los pasos del pracedimiento anterior hasta el paso 7.

3. Determinar ia curva de calibraciéon con los datos obtenidos.
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ANEXO D

Preparacién del biocatalizador

El biocatalizador se preparé de acuerdo con Sanchez de la Vega ef al., (1995), el

procedimiento es el siguiente:

@ Hacer crecer la Pseudomonas fluorescens por incubacién a 35 °C en un
agitador orbital a 200 rpm en medio YPG (50 mL) por 16 h. Después de este
periodo el cultivo fue centrifugado a 4500 rpm y resuspendido con solucion
salina (1 g KCI / L) para obtener las células limpias.

@ Preparar la solucién de alginato al 2.5%, utilizando un agitador Lightnin de
velocidad variable. El alginato en polvo se adiciond poco a poco en el agua
destilada para evitar la formacién de grumos.

¢ Poner las bacterias en la solucidon y seguir agitando para lograr una
homogeneizacidn completa.

@ Pasar la solucién alginato/bacterias a través de una aguja extrusora aplicando
un flujo axial a una presion de 1.5 kg/cm?, como se muestra en el esquema
(Figura 12 del capitulo de material y métodos).

@ Hacer caer las gotas en una solucion de CaCl; 0.1 N, dejéandolas macerar por 1
hora.
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ANEXO E

Bacterias libres en reactor agitado

2-clorofenol 25 m

2-clorofenol 50 mg/l

 Tiempo (hy] Commida l | Corrida 2 Tiempo (h) | Corrida 1 Comida 2
0 26.24 26.24 0 51.12 51.12
.25 22.55 26.58 0.25 50 54.75
0.5 2341 25.17 0.5 49.57 45.36
0.75 22.98 26.58 0.75 48.72 43.01
i 21.7 28.16 1 47 52.87
1.25 21.7 21.41 F.25 46.14 40.19
1.5 20.84 20 1.5 47.06 37.38
1.75 23.41 19.53 1.75 44.43 30.8
2 19.98 19.53 2 42.28 34.56
2.3 18.26 10.13 25 43.14 29.39
3 18.26 16.72 3 39.28 26.11
3.5 17.41 15.78 3.5 37.14 21.41
4 16.12 13.9 4 34.99 17.66
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Bacterias libres en reactor agitado

2-clorofenol 70 mg/l

2-clorofenol 100 mg/l

| Tiempo (h) Corrida 1 Corrida 2 Tiempo (h) Cormida | Corrida 2
0 67.4 67.4 0 104.3 104.3
0.25 62.26 58.5 0.25 84.79 41.23
0.5 55.22 49.11 0.5 84.79 38.76
0.75 51.46 5146 0.75 83.85 34.79
1 45.83 47.7 1 77.75 33.29
1.25 42.07 42.54 1.25 68.36 338
1.5 3597 42.54 1.5 66.48 30.33
1.75 39,72 0.29 1.75 57.09 2042
2 30.33 0 2 54.75 19.93
2.5 27.99 0.76 235 47.7 201,92
3 23.29 0.29 3 116 13,48
3.5 21.41 1.69 3.5 34.56 9.52
4 18.13 0.29 4 2658 8.88
2-clorofenol 70 mg/L
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Bacterias libres en reactor agitado

2-clorofenol 300 me/l

2-clorofenol 500 me/l

Tiempo (h) Corrida 1 Comida2 | | Tiempo (h) Corrida | Corrida 2
0 3136 313.6 0 5014 5014
(.25 288.62 32231 0.25 430.16 508.64
0.5 261.86 291.59 0.5 464.04 479 89
0.735 21032 278.71 0.75 442.23 467.01
1 230.14 25393 1 412.5 $13.49
I35 206.36 233.12 1.25 382.77 390.7
1.5 189.51 188.52 1.5 363.94 36592
1.75 190.5 19248 1.75 283.66 298 .33
2 171.67 298.53 2 343.13 301.5
2.5 118.15 158 78 2.5 295 35 274.74
3 123.11 124.1 3 220.23 24501
3.5 107.25 104.28 3.5 249,96 199,42
4 97.34 91.39 4 185.54 174.64
2-clorofenol 300 mg/L
350
3 4
= 280 |
E
:E 210
(]
ol
€ 140} |[—e=cCorrda1
g —B—Corrida 2
s 707
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Bacterias libres en reactor agitado

2-clorofenol 700 m 2-clorofenol 1000 mg/l
Tiempe (h) Comida 1 Corrida 2 Tiempo (h) Comnda 1 Comrida 2
Y 698.7 698.7 0 976.6 976.6
0.25 713.79 684.06 0.25 842.63 949.67
0.5 507.65 631.53 0.5 8§74.34 912.01
.75 588 91 609.73 0.75 820.83 85254
1 523.5 564.14 i 662.25 8129
1.25 54927 521.52 1.25 684.06 747 49
1.5 518.55 491.79 1.5 609.73 705.86
[.75 468 449.17 1.75 391.89 668.2
2 44521 413.49 2 533.41 63549
2.5 392.68 344.12 2.5 44322 306.65
3 351.05 298.53 3 38475 48981
3.5 284.65 252.94 3.5 25294 426.38
4 247.98 210.32 4 246 370 88
2-clorofenol 700 mg/L
800
S i
)
E 600
=
h]
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g 400
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I‘g’ 200 ~B—Coriida 2
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2-clorofenol 1000 mg/L
1250
2
£ 1000 8
g 750
1
-
< 500
1
g 250
o
0
0 1 2 3
Tiempo (h)

99



ANEXO E
Bacterias libres en reactor agitado

2 4-diclorofenol 25 mg/l 2.4-diclorofenol 50 mg/l
Tiempo (h) Commida | Corrida 2 Tiempo (h) Comda Comida 2
0 25.6 256 0 52.75 52.75
0.25 15.82 25.83 0.25 50.08 50.08
0.5 14.81 25.07 0.5 50.08 5235
0.75 1481 31.13 0.75 53.38 5614
1 13.3 28.1 1 56.9 61.48
1.25 13.81 23.56 1.25 44.02 46.29
1.5 13.81 22.04 1.5 4023 3947
1.75 10.79 21.28 1.75 11.74 37.2
2 12.3 25.83 2 10.99 40.23
2.5 10.79 22.04 25 35.68 425
3 11.29 52.35 3 23.56 38.71
3.3 10.29 20.53 3.5 31.89 32.65
4 10.29 19.01 4 28.86 372
f 2,4-diclorofenol 25 mg/L "
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2 |
| 5 |
2 ’
2 ;
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i 2 J
= .
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E 20 | |—8=—Corrida 2
S 10}
0
0 1 2 3 4 5
Tiempo (h) B

100



ANEXO E
Bacterias libres en reactor agitado

2 4-dictorofenol 70 mg/l 2,4-diclorofenol 100 mg/l
Tiempo (h Corrida 1 Corrida 2 Tiempo (h) Cornida 1 Cormmida 2
0 69.84 69.84 0 101 101
0.25 68.26 66.75 0.25 72.81 68.59
0.5 53.87 622 0.5 86.45 6749
0.75 74.33 79.63 0.75 94.79 61.96
1 69.02 83.42 1 87.97 60.31
1.25 56.14 44,77 1.25 54.62 57.53
1.5 51.59 56.14 1.5 74.33 54.23
1.75 53.11 61.44 1.75 69.02 52.03
2 50.84 60.69 2 53.11 52.58
2.5 4932 58.41 2.5 67.51 44.85
3 45.53 56.14 3 60.69 $2.09
3.5 47.81 50 3.5 63.72 4043
4 44.77. 59.17 4 50.84 33.25
I
2,4-diclorofenol 70 mg/L
100
o
I E
! s
] =2
7]
g
! T
g
=
]
Q
0 .
0 1 2 3 4 5
Tiempo (h)
24-diclorofenol 108 mg/L
120
-
-? 100
< %0
=
S 60
=
§ 40
£
S 20
0
0 1 2 3 4 5
| Tiempo (h)
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ANEXO E
Bacterias libres en reactor ag_itado

2 4-diclorofenol 300 meg/]

2.4-diclorofenol 500 mg/|

Tiempo (h) Corrida | Cormda 2 Tiempo {h} Corrida 1 Corrida 2
0 295.0] 295.01 0 497 497
0.25 24871 264.17 0.25 411.04 361.34
0.5 238.77 254.23 0.5 390.05 292 88
0.75 225.52 25202 0.75 380.12 326.01

| 204.54 231.04 1 352.51 316.07
1.25 20785 228.84 1.25 333.74 29951
1.5 183.56 206.75 1.5 308.34 307.24
1.75 204.54 187.98 1.75 290.67 25975

2 181.35 187.98 2 261.96 240.98
2.5 138.29 181 .35 2.5 255.34 23546

3 152.64 161.48 3 229.94 169.21
3.5 144.91 148.23 3.5 212.27 197,92

4 141.6 13166 4 200.13 142.7
r
' 2d-diclorofenol 300 mg/L
; 360
)

[ ? 300 g
FS 240
=
T 180
£
= 120
2 ~#—Corrida 1
S 60F B —Corida2!
¢
0 1 2 3 5
. Tiempo (h)
E
! 2,4-diclorofensl 500 mg/L
| 600
L3
i E 450
' =
: 2
[
! g 300
i g
. g 150 —&—Corrida 1
| 8 —8— Corrida 2
o i
i
! 0 1 2 3 4 5 i
Tiempo (h) '
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ANEXO E
Bacterias libres en reactor _a_gitado

2 4-diclorofenol 700 mg/l 2 4-diclorofencl 1000 mg/l
Tiempo (h) Commida 1 Corrida 2 Tiempo (h) Corrida ) Comida 2
0 701.1 701.1 0 1059 1059
0.25 555.69 556.79 0.25 93445 883.65
0.3 528.08 512.63 0.5 87261 839.48
0.75 443.06 380.12 0.75 811.87 7571.77
1 451.89 477.29 i 768.81 768.81
1.25 436.43 447.48 1.25 755.56 719.12
1.5 407.72 416.56 1.3 73237 668.32
1.75 390.05 385.64 1.75 661.7 638.51
2 350.3 387.85 2 626.36 620.84
2.3 314.97 344.78 2.5 57115 334.71
3 303.92 305,03 3 53361 189.44
3.5 276.32 284.05 35 471.77 37239
4 246.5 261.96 4 143.06 106.62
24-diclorofenol 700 mg/L
750 &
=)
T 600
E
5 450
-
]
= 300
g
o
0
I 2 3 4 5
Tiempo (h)
2 4-diclorofenol 1000 mg/L
1250
3 bl
= 1000
E
:E 750
g
€ 500
g
=
S 250
0
0 1 4 5
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ANEXO E
Bacterias libres en reactor agitado

2.4.6-triclorofenol 25 mg/l 2.4 6-triclorofenol 50 mg/l
| Tiempo (h) Corrida 1 Corrida 2 Tiempo (h) Corrida | Corridg 2
0 248 248 0 53.19 33.19
025 10,47 21.96 025 635,18 3948
(O] 483 2897 ] 59,34 3598
075 16,92 51.16 0,75 134,62 44,15
| 13.7 47.66 \ 127.1 3948
125 12.08 21.96 1.25 54,67 3247
1.3 125 20,79 15 64,01 40,65
175 7.25 1845 L75 58.17 3598
2 4,83 24,29 _2 74,53 46,49
2.5 12.89 2663 2.3 68.69 4063
_ 3 1773 3247 3 23,13 42,99
3.3 1128 2313 3.3 62.85 3415
4 9.67 20,79 4 60.5] 51,16
, 2,4 6-triclorofenol 25 mg/L |
60 1
i
. - [
= 30 ——Comida | \ |
E 4} ~B—Comida 2 !
= !
=
=)
g 3 |
S 2F .
g b
¢ 10f :
0 1
0 1 2 3 4 5 i
Tiempo (h) '
2.4,6-triclorofenol 30 mg/L |
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.3 |
= 120 | i
E !
= !
= |
g 80} '
£ |
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S 4 ;
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0
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ANEXOE
Bacterias libres en reactor agitado

2.4 6-triclorofenol 70 mg/l 2.4.6-triclorofenol 100 meg/l
Tiempo (h) Comda 1 Cornda 2 |Tiempo (h) Comida 1 Comda 2
Q _709 709 0 10].54 101,54
025 102,57 1.278 025 42,99 18.1]
035 3971 1.82 0.5 51.16 17.03
073 116,58 1.278 075 61.68 11,59
] 107,24 0 1 76,86 17.57
125 _66.35 019 1.25 47,66 17,57
1.5 10724 4] 1.5 5934 17,57
1.75 117,73 0 1.75 6285 ]18.66
2 12827 0 2 1766 1974
2.5 101.4 3 99 2.5 3948 2029
3 109,57 073 3 0 15,94
35 _46.49 7,25 35 2.1 2029
4 111.9] 997 4 42,99 15,94

24,6-triclorofenol 70 mg/L

150 1

120
90

60

Concentraciéon (mg/L)

30

Tiempo (h)

2,4,6-triclorofenol 160 mg/L
120

100 §
80
60 }

40

Concentracion (mg/L)

20

L Tiempo (h) '
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ANEXOE

Bacterias libres en reactor agitado

2.4 6-triclorofenol 300 mg/l

| Tiempo (h) Corrida | Comda2 |
0 29135 29335
025 386 37522
035 3926 22637
0,75 37739 186,11
1 376.3 22528
1.25 390,43 11437
15 390,43 249,18
1.75 38934 3122
2 3926 141,62
2.5 38825 31872
3 291,56 16552
3.5 150.3] 162,26
4 298.08 137.28

Concentracion (mg/L)

500

400 |

300 §

200

100 |

24,6-triclorofenol 300 mg/L

——Comida | _
8= Corrida 2 !

s T+
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ANEXO F

Resultados de las pruebas con

células inmovilizadas en reactor agitado



ANEXO F

Bacterias inmovilizadas en reactor agitado

2-clorofenol 25 mg/l
Tiempo (h) Corrida 1 Corrida 2
0 2624 26.24
0.25 22.55 22.55
0.5 2212 23.84
0.75 19.98 23.84
1 19.12 23.84
1.25 19.03 23.15
L5 17.93 2295
1.75 15.45 229
2 13.98 21.93
23 11.83 21.27
3 10.54 19.55
3.5 11.83 19.98

2-clorofenol 50 mg/l

Tiempo (h) Corrida 1 Corrida 2
0 51.12 51.12
0.25 46.37 47
0.5 46.57 48.7
0.75 45.28 48.7
1 41.85 45.71
1.25 387 14,16
1.5 35.03 43.28
1.75 31.65 12.58
2 29.75 41,35
2.3 28.13 40.14
3 2341 37.14
35 2298 34.56

Concentracién (mg/L)

2-clorvfenol 25 mg/L

0 0.5

1.5 2

Tiempo (h)

60

(] Lo e ih
o O

(=

Concentracion (mg/L)

]

2-clorofenol 50 mg/L

=

—
<

~8—Conida 2

0.5 1

1.5 2
Tiempo (h)
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ANEXO F
Bacterias inmovilizadas en reactor agitado

2-clorofenol 70 mg/l 2-clorofenol 100 mg/l
Tiempo (h) Comda | Corrida 2 Tiempo (h) Comida | Comda 2
0 67.4 67.4 0 104.3 104.3
0.25 46.83 57.85 0.25 8285 80.39
0.5 44.25 57.85 0.5 838 92.6
0.75 50.26 90.72 0.75 96.57 88.84
1 46.83 56.92 1 7313 7943
1.25 48 54 53.16 1.25 88.8 73.69
1.5 41.68 50.34 L5 82.85 70.06
1.75 39.11 494 1.75 82 67.24
35.68 46.59 2 31.14 635,37
2.5 33.1 3438 2.5 7599 35.04
3 26.24 40.95 3 70.84 43.63
3.5 23.67 40.01 3.5 70.84 40.01
4 21.95 36.26 4 68.27 34.38
2-clorofenol 70 mg/L
100
% == Corrida 1 .
E 8 Coprida 2
=
2
o
g
£
2
£ 2
&
0
0 0.5 1 1.5 2 23 3 35 4 4.5
Tiempo (h)
2-clorofenol 100 mg/L
120
5100 T
S
E 30
=
2
§ 60
§ 40
g
@ o2F
0
0 1 2 3 4 5
Tiempo (h)
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ANEXO F
Bacterias inmovilizadas en reactor agitado

Tiempo (h}

2-clorofenof 300 mg/l 2-clorofenol 500 mg/l
Tiempo (h) Corrida ] Corrida 2 Tiempo (h) Comida 1 Corrida 2
0 3136 3136 0 501.4 3014
0.25 260.41 281.33 0.25 437.2 424
0.5 234.68 271 0.5 398.7 302 16
0.75 229.53 25034 0.735 407 15 382.74
1 127.46 242 .83 1 377.1 391.19
1.25 221.81 223.11 1.25 350.81 301.99
1.5 194.36 207.97 1.5 3282 32432
1.75 196.08 18461 1.75 304 8 306.68
2 188.36 179.92 2 283.21 2136
2.3 167.77 1602 2.5 244.71 264,45
3 151.48 130.15 3 205.27 24095
3.5 137.75 113.25 3.5 177.1 22687
4 126.6 9447 4 148 200 358
2~<lorofenol 300 mg/L
350
S 280
£
£ 20]
=
= 140
g
S 0}t
&}
0
0 1 2 3 4 5
Tiempo (h)
. 2-clorofenol 500 mg/L
! 600
=5 500 & .~ Comida |
St | i .
E400 Cormrida 2
=
£ 300 |
| B
: < 200 |
’ 2
! £ 100 |
(&
l 0
] 0 1 2 3 4 5
|
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ANEXO F
Bacterias inmovilizadas en reactor agitado

2-clorofenol 700 mg/l 2-clorofenol 1000 mg/l
Tiempo (h) Corrida | Corrida 2 Tiempo (h) Corrida | Corrida 2
0 698.7 698 7 0 976.6 976.6
0.25 703.88 670.18 0.25 965.52 935,601
0.5 664 24 659.28 0.5 896.15 906.16
0.75 614 68 63748 0.75 810.92 388 22
1 457.1 581.98 1 81488 816.86
1.25 397.64 53341 1.25 773.25 637.48
1.5 493.77 492,78 1.5 721.72 12172
1.75 450.16 388.72 1.75 682.08 686.04
2 418.45 419.44 2 62261 648.38
2.3 363.94 357 2.5 5572 544.32
3 262 85 20735 3 491.79 513.59
35 25294 215728 3.5 442.23 426 .38
4 22321 216.27 4 228.16 363592
; 2-clorofenol 700 mg/L
' 800
5
=00
E
=
| =
ol
’ 6.00 —8—Comida 2
0
i 0 e} -
. I Tiempo () 3 4 3
2-clorofenol 1000 mg/L
1200
e
| 3
g
£
=
3
£
o
0]
0.5 1.5 2 2.5 3 35 4 4.5
Tiempo (h)
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ANEXO F
Bacterias inmovilizadas en reactor agitado

2.4-diclorofenol 25 mg/l 2.4-diclorofenol 50 mg/l
Tiempo (h) Cormrida | Corrida 2 Tiempo (h) Corrida 1 Corrida 2
0 25.6 25.6 0 5275 52.75
0.25 16.82 19.33 0.25 15.6 51.59
0.5 16.82 20.34 0.5 39.68 52.35
0.75 1481 20.34 Q.75 22.35 17.03
1 1531 20.34 1 41.95 50.84
1.23 14.65 19.98 1.25 314 18.56
1.5 13.16 19.13 1.3 3391 50.84
1.75 12.5 18.7 1.75 26.37 45.53
2 12.16 17.45 2 25.87 45.53
2.5 11.79 16.82 235 21.34 37.93
3 10.29 15.82 3 3341 36.44
3.5 10.7% 15.82 3.5 26.37 3341
4 20.34 3644
2,4-diclorofenol 25 mg/L
g
=0
E
g
z
g —®— Corrida 2
S ST
¢
0 0.5 | 1.5 2 25 3 33 4

Tiempo (h)

2,4-diclorofenol 50 mg/L

3

=

E

=

=

L*]

g

E

2

5 ——Cormida 2
O 10T

0
0 0.5 1 1.5 2 25 3 3.5 4 4.5
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ANEXO F
Bacterias inmovilizadas en reactor agitado

2.4-diclorofenol 70 mg/l 2.4-diclorofenol 100 mg/l
Tiempo (h) Corrida | Corrida 2 Tiempo (h) Corrida | Cormmida 2
0 69.84 69.84 0 101 101
0.25 49.73 80.46 0.25 7285 101.68
0.5 51.74 91.07 0.5 66.82 110.77
0.75 52.75 85.01 0.75 65.81 106.22
1 48.73 77.43 1 38.78 94.1
1.25 53.75 7743 . 1.25 59.78 100,16
1.5 47,72 66.82 1.5 53.75 8349
1.75 4571 6531 1.75 54.76 80.46
2 447 6531 2 43.7 85.01
2.3 42 69 68.34 2.5 51.74 36.52
3 39.68 48.63 k] 46,71 62.27
335 3867 48.63 35 43.7 57.73
4 35.66 50.15 4 447 71.37
2, 4-diclorofenol 70 mg/L
100
=
E)
E
c
b=}
8 |
::: I
Q —B—Cyrida 2 |
S 20 | Comda 2
o
0
0 1 2 3 4 5
Tiempo (h)
2,4-diclorofenol 100 mg/L '
120 ;
31008 |
=4 :
E gt :
£ .
T 60| :
&
5 a0 | '
5 —8—Corrida 2 !
W 20 F |
: L |
0 0.5 | 1.5 2 235 3 35 4 45 :
Tiempo (h) |
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ANEXO F

Bacterias inmovilizadas en reactor agitado

2.4-djclorofenol 300 mg/l 2.4-diclorofenol 500 m
Tiempo (h) Cormida 1 Corrida 2 Tiempo (h) Corrida 1 Corrida 2
0 29501 29501 0 497 197
025 216.6 36992 025 548.75 536.62
0.5 2156 360.83 0.5 513.89 51541
0.75 194.49 360.83 0.75 462.37 495.71
1 188 45 322,94 1 $38.12 4169
1.25 184.43 280.51 1.25 415.38 429.02
1.5 172.37 25474 1.5 366.89 37295
1.75 168.35 298.69 1L.75 3487 334.77
2 157.29 269.9 2 334.77 32142
2.5 145.23 260.8 2.5 313.85 341.13
3 135.18 201.7 3 275.96 303.24
3.5 128 14 175.94 3.3 266 87 310.82
4 120.1 241.1 4 227.46 254.74
f
! 2,4-diclorofenol 300 mg/L
! 400
 a
l = 320,
- ETTE
| 5 240 i
| g i
£ I
< 160
o
g t
s 80 i
© |
0 i ]
0 2 3 4 5
Tiempo (h)
1
2 A-diclorofenol 500 mg/L
600
3 500 &
¥
~— 400
! :g
: z 300 |
£
§ 200
s
@ 100
0
0 2 3 4
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ANEXO F
Bacterias inmovilizadas en reactor agitado

2.4-diclorofenol 700 mg/l 2.4-diclorofenol 1000 mg/l
Tiempo (i) Corrida 1 Corrida 2 Tiempo (h) Commda | Corrida 2
0 701.1 701.1 0 1059 1059
0.25 576,67 550.17 0.25 907.94 905.73
0.5 544.65 470.66 0.3 861.57 83727
0.75 478 39 51263 0735 797.52 301.94
1 456.31 486.12 1 75998 75443
1.25 447.48 444 .16 1.25 724.64 698.14
1.5 428.7 363.55 1.3 688.2 382.19
1.75 371.28 385.64 1.75 61532 169.56
371,28 375.7 2 591.03 381.09
23 32049 31828 2.3 529.19 523 67
3 308.34 310.55 3 466.25 464 04
3.5 275.21 268 59 3.5 420,97 397.78
4 252.02 22994 4 37791 35251
2,4-diclorofenol 704 mg/L
800
%
é 600
=
=2
g 400 |
o
s
2
200 f
S ——Corrida 2
0
0 1 2 3 4 5
Tiempo (h)
2,4-diclorofenol 1000 mg/L
1200
3 1000
E s}
=
=
g 600 |
=
$ 400 |
]
O 200} ~8—Corrida 2
0
0 I 2 3 4 5 .
Tiempo (h) |
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ANEXO F

Bacterias inmovilizadas en reactor agitado

2.4.6-triclorofenol 23 mg/l 2.4.6-trclorofenol SO mg/l
Tiemoo (h) Camida 1 Cormida 2 | Tiempo (h) Corrida 1 Corrida 2
0 24 8 248 0 53.19 53.19
025 11.28 967 Q25 34.57 50
0.5 1128 9.67 0.5 299 26.63
0.75 14.5 805 0.75 57 3714
1 & 86 725 1 104 9 3398
1.25 283 818 1.25 278 40.49
13 8.78 815 L3 5233 3948
175 863 815 175 3831 11 82
2 8.5 81 2 37.14 3364
23 4 83 483 2.5 47.66 RER. 1
3 8.05 805 3 46 .49 40,63
15 805 {05 35 4532 5116
4 4299 3948
2,4,6-triclorofenol 25 mg/L
30 ]
% 25 ——Corrida 1
é 20 | —8=Comida 2
g 15 |
b 1
g 10 |
[¥]
c
S 3
0
. ) < .
0 05 | Tiem%)o M 25 3 35 4
2,4,6-triclorofencl 50 mg/L |
~ 100 +
-1 —_——— |
® ool | —#—Corrida ;
E 9 Comida 2 :
=
g 604 ,
g ‘
§ 40 | t
=
S 207
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0 2 3 4 5 i
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ANEXO F

Bacterias inmovilizadas en reactor agitado

2.4,6-triclorofenol 70 mg/l 2.4 6-triclorofenol 100 mg/]
Tiempo (h) Cormmda 1 Corrida 2 Tiempo (hy Corrida | Comida2 |
0 709 709 0 10154 101 54
025 87.04 100 0.25 419 1429
05 74 14 11869 035 5157 9766
075 6931 109 34 Q75 3868 123 36
1 7092 111.68 | 43 52 3925
125 80.59 128.03 125 48 33 0201
15 7136 116.35 1.5 1996 50,93
[25 822 95132 175 S6.41 18,39
2 80,59 104,67 2 4996 6195
2.5 1898 30 65 235 49 96 6354
K 61,25 67.28 3 49.96 4626
33 7575 71,96 35 418 35 1691
4 83381 95,32 4 6261
2,4,6-triclorofenol 70 mg/L
=5 120
B 100
E 80 i
(7]
l g 60
X § 40 F —#—Corida 1 |
| 5 20 b | =8 Comids -
0
0 2 4 5
2,4,6-triclorofenol 100 mg/L
—~ 120 -
i . = Cormida I
3 100 —B—Cormida 2
g0
g 60}
S 40
g
o 20
0
0 2 4
Tiempo (h) >
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ANEXO F
Bacterias inmovilizadas en reactor agitado

2.4.6-triciorofenol 300 mg/l

Tiempeo (h) Comdal Corrida 2
0 29335 293 35
0.25 30093 368.69
05 28457 293192
Q75 350 34766
1 28925 38971
.25 24953 22149
15 339 34 202.8
175 314532 26121
2 27523 28457
2.3 31962 3313
K] 33598 307,94
3.5 31028 38271
4 3056 33598

Concentracion (mg/L)

24.6-triclorofenol 300 mg/L

400
320 7
240
160 1 ——Corrida |
80 | [~ Comida 2 |
|
0
0 | 4 3

5
"'l'iempo (h)
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Publicacion relacionada con el proyecto
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Abstract

The production of a Ca-alginate.Pseudomonas fluorescens biocatalyst, for the removal of phenol. chlor-
ophenol, dichlorophenol. and trichlorophenol from wastewaters was studied. Rheological characterization
(before and after heat treatment} of the Na-alginate solution was carried out. The effect of some opera-
tional parameters of production including air pressure. alginate solution concentration. feed rate, and
alginate/cells ratio, on the size and quality of the spheres was evaluated. In addition. a studv of the
hincatalyst including the quantity of cells entrapped into the alginaie spheres. the apparent and real catalyst
densities. the humidity and the ¢ void fraction was carried out together with a kinetic characterization of the
Ca-alginate spheres through a first order expression. Finally. an assessment of the catalyst in the bio-
degradation of phenol. mono. di-. and trichlerophenol at medium-high concentrations {1000. 300. 400 and
100 mg [~'} is presented and discussed. © 1998 Elsevier Science Lid. Al} rights reserved

Keywords: Calcium alginate. Chlorophenols. Immobilized cells, Phenol, Wastewater treatment.

Introduction

Phenol and chlorophenols are toxic compounds very
often found in industria! effluents such as those gener-
ated by the pulp and paper. timber products, plastics
and synthetic polymers, pharmaceutical products, pesti-
cides, oil and petrochemistry and textile industries.
Microbial enzymes are a potentially effective means of
degrading pollutants, and immobilized cells have
advantages over the use of freely suspended cells [1]).
such as the capability of re-use, and the ease with
which the cells can be separated from the reaction
mixture.

Other advantages inctude the possibility of the mini-
mization of the diffusional restrictions on the rates of
reaction, the minimization of product inhibition
(especially for packed columns) and the possibility of
fully continuous processes. There are many inert sup-

*Corresponding author. E-mail: tb@pumas.iingen.unam.mx
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ports or polymeric matrices in which to immobilize
cells and all present both desirable and undesirable
features. in aspects such as strength. cost. affinity with
the substrates, ease of handling. and the capability of
entrapment/adsorption of cells [2-3). With respect 10
the option of entrapping ceils into a polymeric matrix.
some polvmers have been more frequently reported.
such as k-carrageenin. DEAE, polvhydracide, alginate.
agar. and bone char |1].

The aim of this work is to provide information con-
cerning the production of a Ca-alginate/Pseudomonas
fluorescens  biocatalyst for the removal of phenol.
chlorophenol, dichlorophenol. and trichlorophenol
from wastewaters. Tests such as the rheological charac-
terization of the Na-alginate solutions (before and
after heat treatment) were carried out. The e¢ffect of
some of the production operational parameters (i.. air
pressure, alginate solution concentration, feed rate.
and alginate/cells ratio, among others) on the size and
quality of the spheres was also evaluated. In addition. a
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characterization comprising the quantity of cells (as
FCU guppon '} entrapped into the alginate spheres,
the apparent and real calalyst densitics. the humidity.
and the void fraction of the biocatalyst was developed.
Finally. a kinetic characterization of the Ca-alginate
spheres through a first order expression. as well as the
asscssment of the catalyst in the biodegradation of
phenol (Ph). meno (2CPh). di- (24DCPh). and tri-
chlorophenol  (24.6TCPh) at  high concentrations
(1000. 500. 400 and 100mgl~') is presented and
discussed.

Materials and methods
Strain, cultural conditions and harvesting procedure

A Pseudomonas fluorescens strain obtained from sea
sediments was employed in this work. This sirain
showed interesting capabilities in the degradation of
chloro-. nitro-, and methylphenols. as well as phenyl
acetic and 2.4 dichlorophenoxyacetic acids [6]. Details
concerning the general characteristics, cuitural condi-
tions. and biodegradation capabilities of the bacteria
have been discussed previously [6]. Cells were
harvested after growing in YPG medium (veast extract.
peptone of caseine and glucose), using a mini-centri-
fuge (Eppendorf 3415C, USA) at 11000 cpm (9880
relative centrifugal force RCF) for 20 min. The cells
were rinsed with phosphate buffer {(pH 7) and centri-
fuged again.

Na-alginaie solutions preparation and characrerization

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

Biocatalvst production

The production of the Ca-alginate spheres and the
Ca-alginate/cell spheres was as follows: a solution or
mixture was extruded through a needle placed into a
concentric cylinder. fed with filter air {at different pres-
sures) in order to control the particle diameter (see
Fig. 1). The drops extruded were received in a flask
containing 0-1 M calcium chloride solution and cured
for 1 h. The parameters controlled during the process
were the air pressure (in kgem ~2), the alginate feed

Na-alginate
+ cells mix

r___.L_..air

. CaCl2
101 M

Fig. 1. System for the production of Ca-alginate spheres.

rate (in ml min~"). and the height between the end of
the pipe and the surface of the calcium chloride solu-
tion (in cm).

The amount of Ca’* consumed in the alginate gela-
tion process (with and without cells entrapped), was
determined by means of the measurement of the initial
and final Ca concentration in the gelation process
according to Standard Methods [8). In addition. the
ghpherr\ g.lh_:mul: - al"ld g~phurcs Iulginale wilation -t Ylelds
were calculated owing to their importance in the eco-
nomics of biocatalyst production.

Physical and kinetic characterization of the biocatalyst

The size distribution of the spheres produced was eval-
vated in two wavs. 30-50 spheres were manually mea-
sured by means of a vernier, the measurements were
averaged and the standard deviation calculated. As an
alternative, the spheres were sieved through a
sequence of stainless steel meshes (10. 12, 16, 18, 20
and 30. corresponding to 1-68. 1-41, 1-13. 0-96. (-8, and
0-59 mm. respectively). No significant differences were
found between the results of the two methods. and the
most frequent diameter is reported. unless otherwise
indicated. The sphericity of the biocatalyst was evalu-
ated by measuring the major and minor diameters of
the particles (i.e. D, and Dy) in order to determine
sphericity = D Dy ~'. The apparent density was evalu-
ated by putting a2 number of spheres in a2 50 ml glass
cylinder. and the real density by a water displacement
method (using difuted Dapaah medium). Humidity was
evaluated in duplicate using a thermobalance (Ohaus,
USA). The void fraction was evaluated using the
method reported by Buchholz [9]. consisting of dehy-
dration of the biocatalyst until the critical humidity
{from a humidity versus water loss rate plot, the point
between b and ¢ zones. Fig. 4) followed by a reconsti-
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tution of the particle in a -1 M calcium chloride
solution.

The colony forming units per gram of support. CFU
Zeupponn | Were measured as detailed in Torres et al.
{6]. A quantity of spheres was weighted, mashed and
dissolved in a 2gl1~! EDTA. and 20gI-" NaCl solu-
tion. When the catalyst was completely dissolved. the
solution was diluted and the procedure was continued.

10g of biocatalyst (previously put on a paper in
order to avoid excessive water) were placed in a 500 ml
Erlenmeyer flasks, with 150 m! of Dapaah medium [10]
diluted 1/10. along with the corresponding concentra-
tion of 2CPh, 2.4DCPh or 2.4,6TCPh. The fAasks were
agitated at 200 rpm. with temperature controlled at
35°C. The flasks were aerated by means of an air pump
with air flow of 1-9+0-72 | min~f. Runs without aera-
tion were done in order to avoid the effect of the
desorption process. Samples (100 ul) were taken every
15 min for 2 h. and every 30 min during the next 2 h.
The samples were analysed for specific phenols
according to the Standard Methods [8]. using a calibra-
tion curve for each chlorophenol. Data were fitted to
an expression in the form:

C=C,expl —kn (M

where C and C,, are the phenol concentrations (in
mgi~') at any given time and zero time, k is the
kinetic parameter (in h~') and ¢ the process time
(hours). r is the correlation factor which indicates the
suitability of the fitting process.

Assessment of biodegradation capabiliry

A 0-027 ml glass column, similar 10 that used in a pre-
vious work {5] was employed in order to assess the
biodegradation capability of the biocatalyst. Approxi-
mately 22-5 g of hiocatalyst was placed in the column.
Temperature was fixed by means of water recirculation
through the external jacket. All experiments were
carried out as batch processes. 100 ml of each chloro-
phenol in Dapaah diluted medium were circulated
through the column for a time which was long enough
to achieve a chlorophenol removal value of around
959, which was measured using the 4-aminoantipirine
method [8]. For other details see Ref. [3].

Results and discussion
Alginare solutions and mixtures characterization

Raw data from the Brookfield viscometer measure-
ments were processed as detailed by Hannote er al. [7]
in order tw calculate statistically the flow index, n. and
the consistency index. K. from the power faw:

p=K ! (2)

where u is the apparent viscosity in mPa. K is the
consistency index in Ns”m™ ; is the shear rate in
s *'. and n is the index flow (dimensionless) The values
of n and K. as well as the correlation coefficients (r) for
the different Na-alginate solutions before and after
heat treatment (without cells) are shown at Table 1.
For repeatability purposes. the number of the spindle
used is reported in the same table.

In the case of the solutions before heat treatment.
all the fluids showed a pseudoplastic or rheofluidizating
behaviour (n<1) in the range of 0:67-0:95 n values.
With respect to the consistency index. K. there exists a
clear relationship between the Na-alginate concentra-
tion and the K value (which had values between 0-04
and 169Ns"m™~3). It is worth noting that r values
were always greater or equal to (94, which confirms
the suitability of the power law equation in modelling
the experimental data. In terms of viscosities, the solu-
tions had values from 31 to 13619cp (since it is a
non-Newionian fluid, an apparent viscosity can be
defined for every shear rate value. in this case for a
shear rate of 30 rpm).

After heat treatment. the solutions undergo
important changes. The sterilization process caused a
drastic decrease in the solution's viscosity [!]. The
Na-alginate solutions were in general more pseudo-
plastic (0-73 <#<09) and less viscous. The consistency
indexes were in the range (0-02-275Ns*m~* (the
higher the polvmer concentration. the higher the X
value) and the viscosities between 12 and 1724 cp (for
a shear rate of 30rpm). This means a reduction
between 50 and 600%. Again. the r values were quite
high (0-94-0-99), indicative of a good applicability of
the power law.

This reduction in viscosity due to the sterilization

Table 1. Rheological characterization of the Na-alginate solutions without cells. before and after heat treatment

Na-alginate Before heat treatment

(%)

After heat treatment

Spindle n(-) K(Ns'm™7) u {cp) r(-) Spindle  n(-) K(Ns*m~%) jicp) r(-)
number number
4 0.88 16.99 13619 0.9% 4 0.77 2.75 1724 0.97
4 0.86 6.65 5i31 0.99 4 0.73 1.15 [ 0.94
4 0.67 1.31 633 0.94 1 0.90 0.26 149.7 0.99
1 0.95 0.19 1753 0.99 | 0.84 0.06 49.0 0.99
.5 i 0.83 0.04 317 098 1 0.75 0.02 12.2 0.97
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process could be hencficial to process economy, since
lower viscosities mean lower pump sizes and the avoid-
ance of some tubing and fitting problems if. and only if
no gelling problems (i.e. weak gels. long gelation times)
are encountered.

0-067%:  Pseudomonas fluorescens solutions were
mixed with [-4% Na-alginate. and the rheological
characteristics were evaluated. The alginate cells ratio
varied between 15 and 60 (Table 2). These solutions
showed pseudoplastic behaviour (0-7<n<0:96). but
had different values when compared with solutions
with an equal polymer concentration (lower n values as
a general rule). The K values were always higher for
the mixtures in comparison with those found for the
Na-alginate solutions, but the more relevant differ-
ences were for the 2 and 3% alginate solutions. The r
values were excellent (0-97-0-99). better than those
reported for the solutions at equal Na-alginate
concentrations.

A rheogram shear rate-viscosity for the alginate/
ceils mixtures is shown in Fig. 2 in which solid lines
correspond to the power law equation. As shown. good

L. G. Torres et al.

agreement between data and the theoretical expression
was found. The viscosities of the alginate/cells mixtures
with ratios 60 and 45 were quite similar (specially at
low shear rates). not significantly different in statistical
terms, while the viscosities for the mixtures with ratios
30 and 15 were clearly different.

Production of the biocatalyst

Different biocatalyst batches were produced using dif-
ferent operational parameters: air pressures, alginate
concentrations, feed rates and height from the curing
solution surface to the end of the tube where the
spherical alginate particles were extruded. Different
size distributions were obtained when the operational
parameters were controlled at different values. As an
example, in Fig. 3 the percentage of material retained
in every mesh (from 0-42 1o 2-38 mm} for alginate con-
centrations of 1-45% are displayed. For every polymer
concentration. a typical size distribution was observed,
i.e the more frequent sizes were 1-41, 1-13, (+96, and
0-39 mm for the 4. 3, 2. and 1% of Na-alginate. These

Table 2. Rheological characterization of Na-alginate/Pseudomonas fluorescens mixtures

Na-alginate (%) Spindle number Alginate/cells ratio n{-) K(Ns"m™*) r(-)
4 4 60 0.84 i8.22 0.99
3 4 45 0.76 17.00 0.99
2 4 30 0.70 402 0.97
1 ] 15 0.96 0.34 0.99
100 T
i : | :
!
[
I
S 10
=
»
=
=
=
&
2
; 1 P T B
Alginate/cells | |
ratio |-
e 60 .45
«30 .15
9.1 1
0.1 1 10 100

“Shear rate, rpm.

Fig. 2. Shear rate vs. viscosity theogram for different alginate/cells ratios.
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Fig. 3. Size distribution of the catalyst produced under different conditions.

tests were developed at a fixed air pressure
(3kgcem~?). The results using the vernier were very
similar (data not shown).

If the particles with diameter around 1-5 mm are the
goal (in order to minimize mass transfer problems). the
best alginate concentration to use was 3%z, since 74%
of the material showed a diameter around 1-13 mm,
2:54% a diameter of 1-41 mm, and only 15 a diameter
of 0-96 mm.

In the case of the different air pressures assessed
(for a 3% alginate solution). the most frequent diam-
eters for the 0. 1, 2. and 3 kgem~2 were 3-35. 238,
1-41, 1, and 1-13 mm (with abundances of 98-5, 865,
80-8. and 74-5%. respectively). as shown on Tabie 3.

Table 3. Production of Na-alginate spheres

The feed rate did not influence the most frequent
diameter of the particles. Feed rates from 1-1 to
325mimin~"' always gave an average diameter of
113 mm (when a 3% alginate solution was fed with an
air pressure of 3 kg cm ~ 7).

Finally, the height from the CaCl, surface 10 the
end of the pipe where the alginate drops are produced
did not affect the size distribution itself, although it did
affect the sphericity of the particles. The best catalyst
was produced at a height of 80 cm {perfect polymer
spheres with sphericity value of around i-0). In the
case of the lower heights. elongated biocatalysts were
obtained (sphericity values of 2:61 and 1-74).

In conclusion, the best operational conditions were

Air pressure Diameter Alginate Diameter Feed rate Diameter Height Sphericity
(kg cm~—?%) (mm) conc. (%) (mm) (ml min—") (mm) {m} DatDg (-)
0 335 1 0.59 1.1 LE3 20 261107
1 238 2 0.96 30 113 40 1.74 £ 0-67
2 1.41 3 1.13 150 1.13 80 1.0 +000
3 113 4 1.41 325 1.13 - -
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an air pressure of 3 kg cm ~°. an alginate concentration
of 3¢, a feed rate as high as possible {325 ml min "' or
more). and a height of 80 cm approximately.

Biocaialyst physical characterizution

The real densities of the biocatalyst produced with
different  alginate/cells  ratios  were 10066 2
mi~' +0-136%. The apparent densities ranged between
(-5673 and 09532 g mi ', as an effect of the different
cell concentrations and in part because of the particle
size distributions.

The different alginate/cell ratios gave obviously dif-
ferent CFU guppon " values (data not shown), but
some of the combinations resulted in very weak gels.
On the basis of a very gross observation. a fairly good
alginate/cell ratio is 2-54/18-8. giving a cell load of
about 3-85x 10" CFU g ,ppan ~'. which is reasonable
when compared with other polymer catalysts.

Some tests were developed in order to determine
the amount of Ca’* required for the gelation process.
The alginate concentration was obviously a factor in
determining the Ca requirements, but the mg Ca** mg
alginate ~' ratio was different for different alginate
concentrations. When no cells were present. for
alginate concentrations of 0-5, 1, 2, and 3% the ratios
were 2-07, 1-079, 0-835. and 0-78. i.e. the higher the
alginate concentration. the lower the mg Ca’* mg
alginate ~' ratio. When different cell concentrations
were added, the mg Ca’* mg alginate~' ratios were
slightly higher (data not shown). These facts are
related to the diffusion of the Ca®* ions into the
Ca-alginate and Ca-alginate/cells catalysts.

Finally, a typical 3% alginate production batch gave
yields of 227 Bpheres alginate - and 366 Eopheres
Luginare saution ~ '+ which are important figures for the
calculation of the unit costs of the process.

Void fraction and humidity of the catalyst

The void fraction is an important parameter in bio-
catalyst packed column design. since it affects the pres-
sure drop and the residence time. For example. the
residence time for a continuously operated packed
column will be

Q=viQ"' (3)

where © is the residence time (in hours). ¢ is the void
fraction {dimensionless). V' is the column active volume
(in litres), and ( the feed rate (in 1 h~').

In order to estimate &. it is necessarv to know the
critical humidity. as a measurement of the free water in
the gel hvdration. The drying curve for a 3% alginate
biocatalyst (1'13 mm of diameter) is displayed in Fig. 4.
The total humidity was plotted against the dH/dr rate
{the total humidity loss in respect to the elapsed time).
The curve is represented by three sections: a, where a
high evaporation rate occurs, b. where an equilibrium
between the heat transfer rate and the mass transfer
rate occurs, and c, where drying rate drastically
diminishes. When the catalyst reaches the critical
humidity (the point between b and ¢, see Fig. 4), it is
dehydrated in CaCl, 0-1 M solution. By volume differ-
ence. the void fraction is calcutated, since ¢ is the rela-
tionship between the intraparticle and interparticle
volumes over the total volume.

The void fractions and humidities for catalysts pre-
pared under different conditions are shown in Table 4.
First. the effect of the alginate concentration was
tested (for spheres with 1'13mm of diameter). An
average ¢ value of 0-6842 +1-3% was found as well as
humidity values between 92 and 96% for the 3-1
alginate concentrations (the spheres with 4% alginate
were not evaluated).

When a 3% alginate solution was used. and spheres
with diameters between 113 and 3-35 mm were pro-

Water loss rate (dH/dt)

0 0 40

L] 8¢ 100

Humidity (%)

Fig. 4. Drying curve for the 3% alginate, 1-13 m diameier biocatalyst.
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Table 4. Effect of some parameters over the void fraction and humidity for alginate spheres
Diameter = 1-13 mm Ca-alginate 3% Diameter = 113 mm
Na-alginate & Humidity Diameter H Humidity Alginate/ H Humidity
(%) (- (%) (mm) (=) (7) cells ratio (-) (%)
4 ND Q0 335 0.6875 93.0 60 0.5833 83.0
3 0.6862 93.0 2.38 0.6938 93.0 45 0.5777 845
2 0.6734 35.0 1.4t 0.6346 93.0 30 0.6354 85.5
1 0.6930 96.0 1.13 0.6862 93.0 15 0.6428 §7.0

ND. not determined.

duced. the void fraction value varied between 0-634
and 0694 (maximum differences around 10%). The
humidity in all cases was around 93%.

Finally, spheres with diameter 1-13 mm and alginate.
cells ratios between 15 and 60 were produced and
characterized. The void fractions values ranged from
0-578 and 0-643 with humidities between 83 and 87%.
This seems to be the more remarkable effect observed
and practical applications need to be taken into
account.

Kinetic characterization

Table 5 shows the kinetic constants for 2CPh, 2,4DCPh
and 2.4.6TCPh biodegradation tests. The parameiers
reported are C,,. k. and the correlation coefficient (r).
As a general trend. it is noteworthy that for the experi-
ments with initial concentrations 25-1000 mg!~'. the
values of C, were similar to the real initial concentra-
tions, as measured with the 4-aminoantipirine method.
The worst cases were those of the 2.4, 6TCPh assess-
ments. Secondly. no very clear relationships were found
between chloropheno! initial concentration and the &
value. In the case of the 2CPh, it varied between
00724 and 0-326. For the 2,4DCPh and 2.4.6TCPh
tests. the ranges were 0-129-0-236 and 0-048-0-1583,
respectively. [t is importaat to aobserve that the experi-

ments with 2.4.6TCPh were carried out with initial con-
centrations up to 300 mg 1~ only.

The trend of the k values was not clear. If the k&
values are compared at the same initial concentrations
for the three different compounds, it can be observed
that for the lowest concentration, the higher value of &
correspended 1o the 2,4,6TCPh, followed by 2.4DCPh
and finally 2CPh. This trend was not the same for
other concentrations. In the case of the 50, 100 and
1000 mg [ =" the best value of k was for 2,4DCPh, while
for 70. 300. 500 and 700 mg 1" the best k values were
for 2CPh.

Another interesting value is t,, reported in Table 3
for the different phenolic compounds and concentra-
tions. This parameter means the time required in order
to produce 50% of the initial toxic concentration as
defined by the equation:

tya=In 2k (4)

As can be seen. at some concentrations anomalous
values were obtained. maybe as a result of the fitting
process. The - values for 2CPh were 9-57. 6-93, 2-83,
7-13 (too high). 3-25. 3-28, and 3-07 h. For the 2,4DCPh
the half-lives were as high as 4-88, 4-64. 5-37 (too high).
4-32, 3-53. 3-53. and 2-76. Finally, for the 2,4.6TCPh the
values were as follows: 4-37, 14-4, 5-45. 7-24, and 7-60 h.

[t is important to mention that r values were high

Table 5. Kinetic constants for the 2CPh. 2.4DCPh. and 2.4.6TCPh degradation with the biocatalyst

Phenolic Parameter Concentration {mg §~')
25 50 70 100 300 500 700 1000
2CPh C.(mgl™ " 23.83 50.30 62.83 92.02 287.78 46231 760.14 1004.7
k(™" 0.0724 0.0999 0.2424 0.0972 0.2132 0.2140 0.3257 0.2256
12 (h) 9.57 6.93 2.85 T.13 3.25 .28 212 3.07
r{-}) 0.89 0.89 0.98 0.89 0.99 0.98 0.98 0.99
2.4DCPh C.(mgl—h 20.73 51.96 65.97 79.04 314.16 5309 602.43 979.08
k(h™') 0.142 0.1492 0.129 0.1533 0.1961 0.1963 0.2365 0.2512
1,2 (h) 4.88 4.64 53 452 353 353 293 2.76
ri-) 0.91 098 0.95 0.9 097 0.98 0.98 0.99
24,6TCPh C.(mgl™ " 12.5 43.55 68.56 60.18 287.27 ND ND ND
k(h™ 1 4.37 144 5.45 7.24 7.60 ND ND ND
12 (h) 876 28.76 10.9 14.48 15.2 ND ND ND
ri-) 0.62 0.51 0.91 0.51 0.89 ND ND ND

ND. not determined.
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enough for the 2CPh and 24DCPh cxperiments
(between 0-89 and 0-99), but not for all the 2,4.6TCPh
experiments {0-51-091). This means that 2.4.6TCPh
degradation with this biocatalyst was not well modelled
by a first-order expression. like the one mentioned
earlier. The specific biodegradation rate (BDR). in
contrast. did not follow a clear trend. The values for Ph
and 2.4,6TCPh were similar. while the values for the
mono and dichlotophenol are aiso close.

Biodegradation assessment

The biodegradation assessment of the biocatalyst was
carried out with the spheres packed into the 00271
glass column as previously described. The biodegrada-
tion curves for the Ph, 2CPh. 2,4DCPh and 2,4,6TCPh
are shown as a function of time in Fig. 5. The solid
lines represents eqn (1). In Table 6, the main charac-
teristics of the tests and the main results are displayed.
For the experiment with 1000 mg 1~ of Ph. the opera-
tion time was 120 h, sufficient to reach a 98% removal
value, while for the 2CPh (500mgl~"'), 2.4DCPh
(400 mg1~"), and 24,6TCPh (100 mgl~"') the opera-

tion times and removal values were 109, 160-5, and
210 h. and 95. 98 and 97%. respectively.

These operation times and compound degradation,
in combination with the removal efficiencies, give dif-
ferent BDR and specific BDR, if the average CFU
Zuwppon ' (average of the initial and final conditions)
is taken into account. It is noteworthy that BDR
ranged from around 38 to 670 mg!~"day~'. for the
tri < di < mono < phenol tests. which is congruent with
their toxicities of 19, 2:0, 18:0, and 180mgl~", as
EC50 measured by means of the Microtox system [11].

Dapaah and Hill {10] assessed the biodegradation of
a mixture of phenol and 4-chlorophenol with Pseudo-
monas putida free cells. They reached BDR as high as
64mgl-'day™' for 500mgl-' of phenol and
13mgl1-'day~' for 100mgl-' of 4-chlorephenol.
Westmeier and Rehm [2] employed Alcaligenes sp.
entrapped in Ca-alginate spheres for the degradation
of 4-chlorophenol. They reported activities in the range
of 269-514mgl-'day~' for 025-05mgl~"' of
chlorophenol.

Lee et al. [3] studied the use of a mixture of six
identified microorganisms immobilized in Ca-zlginate

1400

1000 ¢ * Ph E
» 2CPh .

o . 2,4DCPh .

Phenol concentration (mg litre™)

. 2,4,6TCPh

Process time (hours)
Fig. 5. Biodegradation curves for Ph, 2CPh. 2.4DCPh and 2.4.6 TCPh with the Ca-alginate/P fluorescens biocatalyst.

Table 6. Results of the packed column biodegradation tests

Compound Concentration FCURL b Operation Removal BDR Specific BDR
(mg1-") time (h) (%) {mgl='day-") {mg CFU~"day™")
( x to_ lll)
Ph 1000 1.41 x 107 120 98.0 669.2 584
2CPh 500 1.4 %107 109 95.0 3549 331
2.4DCPh 400 69x10° 160.5 98.0 190.7 3.86
2.4,6TCPh 100 9.6x 10" 210 97.0 kY RY 55.3
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for the biodegradation of phenol. 2-chlorophenol and
2.4-dichlorophenol. They observed activities of
181-1000 mg | ~' day - for 200-500mg !~ of phenol,
10-1296 mg1~'day~"' for 10-35mgi-' 2-chloro-
phenol. and 40-80 mg1-'day~' for 20-40mg|-' of
2.4-dichlorophenol.

Shwu-Ling er af. [4] immobilized Rhodococcus sp. on
granular activated carbon and in calcium alginate for
the continuous degradation of phenol. They assessed
the system in the treatment of 500-1500 mg 1-'. They
found that the activated carbon system reached BDR
as high as 2910 mg 1~ ' day~'. while under the same
conditions the Ca-alginate system presented a BDR of
2100 mg 1~ " day~". It is worth noting that their system
took 10days before the effluent concentration was
lower than the influent concentration (acclimation
period).

Conclusions

Many aspects, not very often considered when charac-
terizing the production of a natural-polymer bio-
catalyst, have been described here. The rheological
characterization of the Na-alginate mixtures before and
after heat treatment, showed that the material suffers
drastic changes due to the re-organization of the long
alginate molecules. The rheological behaviour of the
mixture is complex. since it is the product of the
alginate-alginate and the cells-alginate interactions.
This fact is in accord with the compromise existing
between biocatalyst strength and biocatalyst efficiency.

Among the different parameter evaluated in the
production of the Ca-alginate spheres, the air pressure
fed together with the alginate solution in order to
obtain the right size distribution profile was the most
remarkable one. For a given Na-alginate concentration,
the air pressure required in order to obtain a mean
diameter around 10 mm, was 3-0 kg cm ~°. Fortunately.
the feed rate was not dependent on the size distribu-
tion or the sphericity of the biocatalysts.

The parameter which affected the value of the void
fraction more markedly was the alginate/cells ratio.
This fact has not been published before and has a
crucial importance regarding the biocatalyst design and
operation.

The BDR and specific BDR values obtained with
the Ca-alginate biocatalysts, when degrading phenol.
2CPh. 24DCPh and 2.4.6TCPh were sufficient high
when compared with those published for other similar
biocatalysts. Typical values of 37-9-669-2 mg 1~ day ™'
for 2.4.6TCPh and Ph were obtained. Regarding to the
specific BDR values, a range of 3-31-58-4 x 10~ " [10]
mg CFU~"' day~', were reached. The removal efficien-
cies reported were between 95 and 98%, for toxic con-
centrations of 100-1000 mg 1~ ".

Finally a kinetic characterization of the degradation
of chlorgphenols, showed that the expression
C=C,exp(—~kr) represents the biodegradation profiles

fairly in the case of the mono. and dichlorophenols, but
not very fairly for the trichlorophenol experiences.

Further studies on the use of a 54 ml glass column
packed with Ca-alginate/P fluorescens-cells biocatalyst
are in progress. The effect of parameters such as
spheres size, cells load. pH and dissolved oxygen con-
centration over the BDR and specific BDR, are the
subject of study.
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