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RESUMEN

Se estudid la influencia de un mediador redox sintético en la biotransformacion
anaerobia de dos colorantes, uno mono azo y un di azo. Durante este estudio se
encontro que el tiempo de reaccion en la decoloracion anaerobia se redujo un 77% para
el primero y hasta un 80% para el segundo ambos, en presencia de mediador redox en
comparacion con la reduccion en ausencia del mismo. En el presente trabajo se evaluo
la transformacion anaerobia del naranja acido 7 (NA-7) y del azul acido 113 (AA-113),
los cuales fueron utilizados como principales componentes de una solucion sintética a
concentraciones de 25 mg/L para cada uno en todas las pruebas realizadas. El
compuesto himico modelo empleado en esta investigacion fue la 2,6-disulfonato de
9,10-antraquinona (DSAQ). Se realizaron diversas pruebas preliminares con la finalidad
de cubrir los requerimientos técnicos para la investigacion, una vez cubiertas estas
necesidades, se realizaron 80 pruebas de decoloracion por triplicado para cada
colorante empleando diferentes concentraciones de DSAQ que iban desde 0 pM hasta
2 mM. En todas las pruebas hubo transformacion de los colorantes, aun en ausencia
del mediador redox. El tiempo invertido en la decoloracion completa de las soluciones
con NA-7 en ausencia de mediador fue de 28 horas, mientras que el menor tiempo
invertido se logro al emplear 18uM de mediador redox con un tiempo de reaccion de 6.5
horas. De igual forma para las soluciones con AA-113, fueron necesarias 172 horas
para alcanzar una decoloracion completa en ausencia de mediador, mientras que la
concentracion optima de mediador redox fue de 230uM permitiendo un tiempo de
transformacioén de 35 horas. Las velocidades de decoloracion encontradas para ambos
compuestos en ausencia y con la concentracion éptima de mediador redox son de 1.15
y 4.10 mg NA-7/L-h respectivamente y para el AA-113 de 0.1315 y 0.6841 mg AA-
113/L:h, respectivamente. El modelo al cual se ajustaron las pruebas de decoloracion
de ambos compuestos fue al de primer orden, mientras que al modelo de Monod se
ajustan unicamente las pruebas que emplean la concentracion optima de mediador

redox.

Resumen
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ABSTRACT

The influence of a synthetic redox mediator (9,10-anthraquinone,-2,6-disulfonate,
AQDS) was studied during the biotransformation of two azo dyes: acid orange 7, (AO7)
and acid blue 113, (AB113). For both dyes, anaerobic biotransformation was studied
using an initial concentration of 25 mg colorant/L. For each colorant AQDS was applied
between 5 uM and 2 mM. All the test were carried out by triplicate. Anaerobic sludge
from a wastewater treatment plant of a brewery was used as inoculum. It was observed
that the use of AQDS produced a reduction in the decoloration time around 80% in
respect to the test where no AQDS was added. Time for the decoloration of AO7 (a
mono azo dye) was 23 h without AQDS and 5.5h at the optimal concentration of the
redox mediator (18 puM). For the dia-azo dye, AB113, decoloration without redox
mediator was 170 h and 35 h when the optimal concentration of AQDS was added (230
uM). Decoloration kinetics was adjusted to the Monod model at the optimal
concentration of AQDS. For the case of AO7, gm was 5.54 mg/L-h and Ks 2.6 mg/L. In
the case of the AA113 gm was 0.57 mg/L-h and Ks 1.1 mg/L.

Abstract
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Capitulo 1

INTRODUCCION

En México, segun el Centro de Informacién INEGI (1994), la generacion de aguas
residuales industriales potencialmente contaminadas es aportada principalmente por las
industrias cementera, textil, quimica, farmacéutica, metalica ferrosa y no ferrosa, entre
otras. De acuerdo con Correia et al., (1994), la industria textil es particularmente
interesante debido a las grandes descargas de aguas residuales contaminadas con
xenobidticos que tienen caracteristicas como lo es la alta estabilidad a la luz, ademas
de ser potencialmente resistentes a la degradacion biolégica, un ejemplo tipico de
estos contaminantes son los colorantes tipo azo, compuestos ampliamente utilizados en

esta industria.

En el proceso de tefido, que forma parte de la elaboracion de productos textiles, se
generan aguas residuales contaminadas principalmente con colorantes y por sus
caracteristicas no pueden reutilizarse, por lo que son descargadas a los cuerpos
receptores sin tratamiento alguno. Las pequenas cantidades de aguas residuales de
este tipo que son tratadas, se someten a procesos fisicoquimicos que son eficientes en
la remocion de color, pero generan subproductos que requieren de tratamientos
adicionales y una disposicion especial, lo que los hace poco atractivos debido a los
altos costos tanto de energia y equipos, como de mantenimiento y reactivos necesarios
para obtener efluentes de buena calidad y con ello poder reutilizarlos (Shaw, et al.,
2002).

Una de las vias de tratamiento mas eficientes encontradas hasta ahora para la
mineralizacion de xenobidticos particularmente de colorantes tipo azo, es emplear
procesos combinados anaerobio-aerobio. Esta combinacion, permite incrementar la
eficiencia en la reduccién anaerobia con la ayuda de compuestos humicos como
aceptores finales de electrones y mediadores redox (Field, et al., 1999). En estudios
previos se ha encontrado que existe una influencia positiva por parte de un mediador
redox, especificamente la disulfonato de antraquinona, en las reacciones de
decoloracién anaerobia de colorantes mono-azo como el naranja acido 7 (NA-7)

(Cervantes, et al., 2001a).
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En la presente tesis, se estudio el efecto que tiene el compuesto humico modelo, 2,6
disulfonato de 9,10 antraquinona (DSAQ), en la decoloracién anaerobia de soluciones
con un colorante mono azo, especificamente el naranja acido 7 (NA-7) y un colorante di
azo, especificamente el azul acido 113 (AA -113), empleando como indculo lodos
anaerobios provenientes de una planta de tratamiento de aguas residuales de una

cerveceria.

El principal aporte a la investigacion del area ambiental por parte del presente trabajo
es comparar experimentalmente las condiciones en las cuales se lleva a cabo la
transformacién anaerobia del colorante mono azo y el di azo, siendo este ultimo, un

compuesto no estudiado hasta estos momentos por ningun investigador del area.

L]
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Capitulo 2

JUSTIFICACION

Los tratamientos a los que actualmente se someten las aguas residuales municipales e
industriales son variados y cada vez mas eficientes, esto se debe principalmente al gran
avance tecnoldgico que se ha alcanzado en los diversos paises que, afo con ano,
invierten importantes cantidades de recursos en investigacion y desarrollo para lograr
mejores resultados en la continua busqueda por mejorar la calidad de los efluentes

acuosos, su reutilizacion y con ello, la disminucion en el consumo de agua potable.
2.1. Problematica de las aguas residuales industriales en México

Como sucede a muchos paises en desarrollo, México enfrenta graves problemas por
las importantes descargas de aguas residuales de origen industrial (ver tabla 2.1). Esto
se debe a que sélo una pequena fraccion del total de las descargas a nivel nacional
recibe un tratamiento completo que permite cumplir con la normatividad aplicable
vigente, mientras que otra fraccion es sometida a un tratamiento primario, el cual no
ofrece la calidad requerida en los efluentes tratados. El resto de las descargas
definitivamente no reciben tratamiento alguno y asi son descargadas a los cuerpos
receptores, representando entonces, el principal motivo por el cual gran parte de los

cuerpos de agua nacionales, estan contaminados con xenobiéticos de origen industrial.

La industria manufacturera en México esta integrada por nueve divisiones de actividad
que a su vez se subdividen en ramas, hoy dia se considera que existen doce ramas, las
cuales son las principales generadoras de los efluentes que se descargan a los cuerpos
de agua del pais, ademas de que se consideran potencialmente contaminantes del
agua con xenobidticos. A continuacién se enlistan las ramas industriales potencialmente
contaminantes del agua con xenobidticos en México (Centro de informacion INEGI,
1994),

~ Cementera » Alimentos » Vidrio » Polimeros
» Ceramica » Maquinaria > Papel » Ferrosa
» Quimica » No ferrosa » Textil » Otras

Justificacion
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De acuerdo con la CNA (1999), la situacion respecto a las aguas residuales industriales

en México es como sigue:
De un caudal de 22 m*/s de aguas residuales, se tienen inventariadas 1379 plantas de
tratamiento, de éstas, 1367 estan en operacion. En la siguiente tabla se resumen los

tratamientos a los que son sometidos los efluentes industriales.

Tabla 2.1. Tratamientos aplicados a efluentes industriales en México (CNA, 1999).

Tratamiento Plantas inventariadas | Volumen tratado (m°/s)
Primario 534 5.60
Secundario 769 15.25
Terciario 54 1.15
No especificado 22 0.20

Del total de las plantas de tratamiento, cerca del 35% cumplen con las condiciones
particulares de descarga fijadas por la CNA, tratando un caudal de 7.6m?s, mientras
que el 65% restante no cumplen, siendo su caudal de descarga de 14.4m%s. Por lo
tanto, se puede observar que la cantidad de aguas residuales industriales que se
descargan a los cuerpos receptores sin cumplir con las condiciones particulares de
descarga, superan por mucho a la cantidad de aguas tratadas que si cumplen con esa

normatividad.

Lo anterior, invita a la comunidad investigadora del ramo a redoblar esfuerzos para
incrementar la eficiencia de los sistemas de tratamiento en operacion y continuar con la
busqueda de nuevas alternativas tecnologicas o la combinacién de las ya existentes, a
modo de mejorar la calidad de los efluentes industriales tratados. Adicionalmente,
permitir el acceso a estos sistemas de tratamiento a toda aquella industria generadora
de efluentes acuosos que, por sus condiciones econémicas, no puede instalar un
sistema que permita la reutilizacion del agua, que sigue siendo el principal beneficio

buscado.
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2.2. Aguas contaminadas con colorantes sintéticos

Uno de los indicadores de contaminacion del agua es el color y las principales
aportaciones de contaminacion por color se llevan a cabo en industrias que emplean
colorantes sintéticos dentro de sus procesos productivos (Nawar et al., 1989). Por su
parte, Jiang y Bishop (1994), mencionan que las principales industrias que utilizan
colorantes sintéticos son la industria textil, papelera, alimenticia, cosmética vy
farmacéutica, ademas, que los colorantes empleados son los del tipo azo y en el mundo
se producen cerca de 3000 tipos diferentes de ellos. Su produccién anual, de acuerdo a
Zollinger (1987), puede superar las 700,000 toneladas anuales, de las cuales mas del
50% son utilizadas en la industria textil en las etapas de tenido o estampado en las
cuales, los colorantes no son eficientemente fijados y por tanto, quedan residuos que
van de un 12 a un 30% de la cantidad original agregada al agua de tefido y asi en la
mayoria de los casos es descargada a los cuerpos receptores (Churchley, 1994).

El proceso de elaboracion de textiles ademas de complejo, es uno de los principales
generadores de aguas residuales contaminadas con xenobidticos, particularmente
colorantes tipo azo. En la figura 2.1. se muestra el proceso generalizado de elaboracion

de productos textiles segun Stephenson y Judd (1994).

Suministro de Tejido
Materias Eéj> Hilado @:ﬁ> Aprestado @:‘3> chabago

Primas

AN
Carbonizado qg:{) Blanqueado @:0 Restregado <@j Desaprestado

! P i — !

4

Tefido y Producto
Estampado E@> Terminado G:3>Mercado

Figura 2.1. Proceso generalizado de elaboracion de textiles (Stephenson y Judd, 1994).

5
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La etapa de tefido y estampado es en la cual la tela se somete a grandes cantidades
de colorantes disueltos en agua para darle el colorido y con ello las caracteristicas
estéticas requeridas. El agua resultante después del tefiido contiene colorantes tipo azo
en concentraciones y condiciones tales que impiden su reuso, por lo que debe ser
reemplazada por agua con la concentracion adecuada del colorante y sin haber sido
sometida a altas temperaturas, ya que ésta es la principal razon por la que el colorante

residual ya no puede ser utilizado.

En México, dos de los colorantes sintéticos de mayor demanda en la industria textil son
el azul acido 113 (AA-113) y el naranja acido 7 (NA-7), el primero es utilizado en el
tefido y acabado de productos de lana y seda como abrigos, trajes y prendas de uso
diario para dama y caballero. Otra aplicacion no textil que tiene el AA-113 es en el
tefiido y acabado de productos de piel como zapatos, cinturones, chamarras y otros
productos derivados de piel y cuero de origen animal. Por otro lado, el NA-7 es utilizado
para el tefiido de lana y seda como productos textiles y de piel, nylon, papel, resina y
melanina como no textiles. Adicionalmente se emplea en la manufactura de otros
productos de uso diario como jabén, cremas para calzado productos plasticos como
contenedores de alimentos, medicinas y/o cosméticos, en el acabado de productos de

madera y artesanias.

La industria emplea el NA-7 y el AA-113 en grandes cantidades, siendo ésta la razén
por la que las aguas residuales son descargadas con elevadas concentraciones de
colorante, provocando con ello altos indices de contaminacion por color y por los
efectos téxicos que generan por la presencia de aminas aromaticas al transformarse

anaerobiamente y sin ningun tipo de control (Colour Index, 1956).

De acuerdo a O'neill et al. (1999), el grado de fijacion de los colorantes tipo azo varia
en funcién del tipo de tela y el colorante que la ha de teiiir, por ejemplo, los colorantes
azo del tipo basico resultan ser de los que en mayor porcentaje se fijan a fibras como
acrilico (95 a 100%), mientras que colorantes del tipo acido se llegan a fijar entre un 89
y 95% a fibras de poliamida lana, algoddn y otras; los colorantes dispersos por su parte,
se llegan a fijar entre un 90 y un 100% a fibras como el poliéster y otras.
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De acuerdo con la ANIQ (1998), en México, el consumo de colorantes acidos supera las
1900 toneladas anuales, con una produccion de 250 toneladas anuales, una
importacion superior a las 1800 y una exportacion ligeramente superior a alas 150
toneladas anuales. Las principales empresas productoras e/o importadoras de este tipo
de colorantes son Bayer de México S.A. de C.V., Ciba Especialidades Quimicas México
S.A.deC.V.

2.3. Tratamiento de aguas residuales industriales

El cumplimiento de la normatividad nacional aplicable vigente es el principal objetivo por
el cual las industrias en México tratan los diferentes efluentes generados en sus
procesos productivos. Para lograr esto se ha recurrido a los procesos fisicos, quimicos,
biologicos y la combinacién de éstos, los cuales se describen a continuacion:

2.3.1. Procesos fisicos

La principal caracteristica de este tipo de procesos es la aplicacion de factores fisicos
que permiten la separacion de varios de los contaminantes presentes en las aguas
residuales. Las operaciones unitarias, como se les denomina comunmente, son cribado,
desarenado, mezclado, transferencia de gases, sedimentacion, filtracién, centrifugacion

y las variantes de estas (Metcalf y Eddy, 1991).

2.3.2. Procesos quimicos y/o fisicoquimicos

La adicién de compuestos que promuevan reacciones quimicas en combinacion con
operaciones unitarias de tipo fisico en el tratamiento de efluentes industriales es la
principal caracteristica de este tipo de procesos. Los procesos y sus aplicaciones son:
precipitacion quimica para la remocion de fosforo y solidos suspendidos en
sedimentacion primaria; transferencia de gases para la eliminacion de gases no
deseables disueltos en los efluentes; adsorcion de materiales organicos y otros
compuestos no eliminados en etapas anteriores; desinfeccion del efluente tratado para
eliminar microorganismos no deseables y decloraciéon para eliminar el excedente de

cloro que resulta danino para el ambiente.
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2.3.3. Procesos biolégicos

Los procesos biologicos aplicados en el tratamiento de algunos efluentes industriales
son los procesos: aerobios, anaerobios, anodxicos y la combinacion de algunos de ellos.
Estos procesos se basan en la utilizacién, por los microorganismos, de la energia
contenida en la materia contaminante, determinada como demanda quimica de oxigeno
(DQO) o demanda bioquimica de oxigeno (DBQO). Los procesos aerobios se
caracterizan por requerir oxigeno para que los microorganismos degraden a los
materiales contaminantes, produciendo cerca del 65% de la energia contenida en los
contaminantes en nuevas células (biomasa) y el resto lo emplean en sus actividades
metabdlicas; mientras que los procesos anaerobios se desarrollan en ausencia total de
oxigeno, esto permite que los microorganismos utilicen cerca de un 10% de la energia
contenida en el sustrato (contaminante) en funciones de reproduccion (nuevas células),
mientras que el resto la utilizan en la produccién de biogas (mezcla de metano, bioxido
de carbono entre otros). Por su parte, los procesos anoéxicos no consideran oxigeno
molecular en la biodegradacion de contaminantes, pero si en forma atomica (en forma
de especies quimicas como NOjz, SO42 PO4* entre otros) en donde los
microorganismos facultativos toman esta forma de oxigeno como aceptor final de
electrones en la biotransformacion de los contaminantes (Jiménez, 2001).

2.3.3.1. Procesos aerobios

Dentro de los procesos de tratamiento de aguas residuales por medios bioldgicos, los
tratamientos aerobios son los mas desarrollados y sin duda los mas aplicados, debido
entre muchas otras razones, a las altas eficiencias de remocion de materia organica.
Los procesos aerobios se caracterizan por ser eficientes y rapidos en la remocion de
contaminantes organicos simples, ademas de que generan productos secundarios que
casi siempre son quimicamente simples y estan altamente oxidados, como al anhidro
carbonico y el agua. Existen una gama de arreglos de ingenieria que son empleados
en el tratamiento de aguas residuales en ambientes aerobios, entre los que destacan
los procesos extensivos empleando lagunas de oxidacion, de biomasa en suspension
(lodos activos) y los de biopelicula (percoladores, biodiscos, entre otros).

Justificacion
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2.3.3.2. Procesos anaerobios

Estos procesos se caracterizan por emplear bacterias heterdtrofas (acido génicas y
metano génicas) y autétrofas. Gujer y Zenhder (1983), proponen las siguientes etapas
en la degradacion anaerobia de compuestos de alto peso molecular:

1. Hidrolisis de proteinas y carbohidratos
Fermentacion de azucares y aminoacidos
Oxidacién anaerobia de acidos grasos de cadena larga y alcoholes
Oxidacidn anaerobia de intermediarios como AGV's

Conversion del acetato en metano

o oA w N

Conversion del hidrogeno en metano

Si la generacion de metano durante el proceso anaerobio es suficiente, puede
emplearse como energético en funcion de las necesidades del lugar de ubicacion y los

recursos disponibles para sus instalaciones.

Los procesos anaerobios son bioquimicamente ineficientes y lentos en la
biotransformacion de compuestos contaminantes, ademas de que dan origen a
productos secundarios quimicamente complejos frecuentemente mal olientes. La
evolucién en el estudio de los procesos anaerobios ha dado lugar a tres generaciones
de reactores: 1. biomasa en suspension; 2. biomasa fijja en un soporte o por
caracteristicas de sedimentacion de la biomasa y 3. Biopelicula expandible.

Justificacion
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Capitulo 3

ANTECEDENTES
3.1. Aplicacion del procesos anaerobio/aerobio

La mayoria de los compuestos xenobidticos que son descargados en las aguas
residuales industriales como principales contaminantes, son refractarios bajo
condiciones aerobias pero pueden ser facilmente transformados anaerobiamente y los
subproductos generados son mineralizados de manera completa en ambientes aerobios
(Gerritse and Gottschal, 1992; Shen et al., 1995; Macarie and Guiot, 1996). Esto ha
sugerido que los tratamientos anaerobio y aerobio son complementarios y que la
mineralizacion de xenobidticos puede llevarse a cabo a través de una serie de etapas
reductivas y oxidativas en procesos secuenciados o acoplados anaerobio/aerobio en los
que la transformacion anaerobia es un tratamiento primario para suministrar parcial o
totalmente compuestos detoxificados para el pulimento aerobio (Zitomer and Speece,
1993).

En un sistema anaerobio/aerobio secuenciado, las funciones de las bacterias
anaerobias y aerobias en unidades separadas se complementan una y otra. En un
sistema acoplado, los microorganismos cooperan benéficamente en una sola
biopelicula (Zitomer and Shrout, 1998). En estos sistemas el esquema de operacion de
las plantas de tratamiento que se sigue favorece la formacién de microecosistemas con
mecanismos que integran nichos 6xicos y anaerobios y crean sinergismo entre los
catabolismos de reduccion y los de oxidacion. La coexistencia de microorganismos
anaerobios y aerobios en ambientes Oxicos y anaerobios indican la posibilidad de

supervivencia de éstos en sistemas combinados (Wu et al., 1987).
3.2. Tratamiento anaerobio/aerobio secuenciado

El proceso anaerobio/aerobio secuenciado consiste en dos reactores independientes
uno del otro, en donde al primero se alimenta el agua residual contaminada con

xenobidticos (principalmente compuestos toxicos de alta complejidad quimica) y ahi se
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lleva a cabo la biotransformacién anaerobia de los contaminantes en compuestos mas
sencillos, pero no necesariamente menos toxicos, los cuales sirven como sustrato al
segundo reactor en donde son mineralizados en un ambiente totalmente aerobio,
teniendo asi un efluente libre tanto de materia organica, como de compuestos toxicos.
En la figura 3.1. se muestra un esquema general de un proceso anaerobio/aerobio
secuenciado, los reactores estan ubicados entre el pretratamiento y el post-tratamiento,
los cuales estan definidos acorde al tipo de agua residual a tratar y al nivel de

tratamiento que se desee obtener.

.. Reactores de
Salidadebiogds  piomacaijao

E suspendida

Alimentacion de
agua residual Reactor
_b Anaerobio Descarga de
agua tratada
Operaciones E
previas al Operaciones
b'f"::"is" posteriores
OGED al proceso
= - ; biologico
X suministro
Compresor de oxigeno

Figura 3.1. Esquema general de un sistema de tratamiento de aguas residuales industriales
empleando como tratamiento biolégico un sistema anaerobio/aerobio secuenciado (Cruz y Buitrén, 2001).
En el area industrial, los procesos anaerobio/aerobio combinados han tenido varias
aplicaciones principalmente en los efluentes de la industria del papel (Kroiss et al.,
1992; Fahmy et al., 1991; Puhakka et al., 1994; Driessen and Wasenius, 1994,
Ferguson, 1994; Kortekaas ef al., 1994) para la mineralizacion de aromaticos clorados y
en general, para la destoxificacion del efluente. Huster and Mobius (1990), calcularon
costos para un tratamiento anaerobio/aerobio secuenciado para tratar aguas residuales
de la industria papelera y encontraron que esta opcion tenia un mejor costo efectivo que

un tratamiento aerobio Unicamente.
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Por otro lado, Haberl et al. (1991), compararon las eficiencias de remocién de DQO en
aguas residuales de la industria alimenticia entre un tratamiento secuenciado
anaerobio/aerobio y un tratamiento aerobio, obteniendo las mayores eficiencias con el
tratamiento secuenciado. Los procesos secuenciados también han sido exitosos tanto
para reducir toxicidad, como para mineralizar parcial o totalmente a los compuestos
recalcitrantes como es el caso de los aromaticos policlorados que fueron estudiados por
Fathepure y Vogel (1991); los insecticidas y BPC’s por Fogel et al. (1982); los
compuestos nitroaromaticos y aminas aromaticas por Dickel et al. (1993); Peres et al.
(1998) y Berchtold et al. (1995).

También los tratamientos secuenciados anaerobio/aerobio en reactores independientes
se han empleado en la biodegradacion de colorantes tipo azo (N=N) presentes en los
efluentes de la industria textil principalmente. Los investigadores que han realizado
investigaciones relacionadas con este tema (Brown and Hamburger, 1987; Fitzgerald
and Bishop, 1995; Haug ef al., 1991; Zoayan et al., 1992; Seshadri and bishop, 1994;
Kudlich et al., 1996; Lourenco et al., 1999; Rajaguru et al., 2000; O'neill et al., 2000;
Zissi and Liberatos, 2000; Cruz and Buitrén, 2001), emplearon primeramente un reactor
en condiciones anaerobias seguido de otro en condiciones aerobias. En fase anaerobia
se da la biotransformacion reductiva por medio del rompimiento del enlace azo (N=N) y
con ello la formacion de aminas aromaticas y dacidos organicos, los cuales son
mineralizados en la fase aerobia. En la mayoria de las investigaciones la decoloracion y
la carga organica fueron medidas y sélo en algunos casos se presentan pruebas de la

mineralizacion de las aminas aromaticas formadas.
3.3. Tratamiento anaerobio/aerobio acoplado

El proceso anaerobio/aerobio acoplado consiste en llevar a cabo tanto la reduccion
anaerobia de los contaminantes asi como su mineralizacién en un ambiente aerobio
todo, en un solo reactor el cual se caracteriza por su operacion tipo bach, ya que los
ciclos de operacion se llevan a cabo de la siguiente manera: al inicio del ciclo el reactor
se alimenta con agua residual cruda, una vez llenado se permite la biotransformacion
de los contaminantes en un ambiente totalmente anaerobio, inmediatamente despueés

de completada la reaccién de reduccion, se comienza a alimentar oxigeno al reactor,
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permitiendo tener condiciones totalmente aerobias, en donde los productos de la
reduccion anaerobia se mineralizan obteniendo asi, un efluente libre tanto de materia
organica, como de compuestos toxicos. En la figura 3.2. se muestra un esquema
general de un procesos anaerobio/aerobio acoplado, el reactor estd ubicado entre el
pretratamiento y el post-tratamiento, los cuales estan definidos acorde al tipo de agua

residual a tratar y al nivel de tratamiento que se desee obtener.

Operaciones
. E posteriores
al proceso
bioldgico
Alimentacion de
agua residual ! Descarga de
—@ agua tratada
Operaciones i
revias al
pproceso ; i| Reactor Anaerobio/Aerobio
bioldgico B & de biomasa fija
~ B SRR ;
= F——
Compresor de oxigeno

Figura 3.2. Esquema general de un sistema de tratamiento de aguas residuales industriales
gg’nopsiando como tratamiento biolégico un sistema anaerobio/aerobio acoplado (Melgoza y Buitrén
Recientemente se ha comenzado a explorar la biodegradacién anaerobia/aerobia
acoplada empleando un solo reactor con el fin de mineralizar por completo a los
compuestos toxicos recalcitrantes, mediante el co-metabolismo de las poblaciones
bacterianas anaerobias, aerobias y facultativas en un biofilm manteniendo baja difusion
y concentracion de oxigeno con la finalidad de crear micronichos anaerobios y aerobios
(Tan, 2001). Segun Tartakovsky et al. (1998), este tipo de sistemas son altamente
recomendables ya que se pueden acoplar y operar de manera eficiente debido al
gradiente de oxigeno. La proximidad de las dos etapas acelera el proceso completo
siendo ésta una ventaja que no se puede tener en la operacion de dos unidades
separadas (proceso secuenciado). En otro estudio realizado por Shen and Guiot (1995),
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se demostré que un reactor acoplado anaerobio/aerobio puede ser exitosamente
operado bajo condiciones limitadas de oxigeno siendo un ecosistema ideal de
ingenieria que integra nichos Oxicos y anaerobios. Melgoza (2003) por su parte, empled
un reactor tipo SBR para la degradacion del colorante azo azul disperso 79, en donde la
primera etapa de reaccién funcionaba en condiciones anaerobias y la segunda en
condiciones aerobias. Con ello logré una biotransformacion en aminas aromaticas del
60% en la etapa anaerobia y la mineralizacion de éstas hasta de un 90% en la etapa
aerobia. Buitron et al, 2003, utilizaron el potencial de 6xido-reduccion como variable de
control de la etapa anaerobia en la mineralizacion del p-Nitrofenol en un proceso
anaerobio- aerobio acoplado utilizando un reactor tipo SBR. El potencial de oxido-
reduccién permite determinar la culminacion de la etapa anaerobia, esto es, cuando el
compuesto se ha transformado a p-aminofenol en practicamente su totalidad, el valor

del potencial redox se ha modificado considerablemente.

La integracion de condiciones anaerobias y aerobias en un biorreactor (nico es una
excelente estrategia para la completa mineralizacion de colorantes azo mediante un
biofilm expuesto a oxigeno, siempre y cuando esté presente un co-sustrato, ya que
estimula la respiracion de oxigeno (Tan et al., 1999a). Haug et al. (1999), demostraron
la mineralizaciéon del colorante sulfonado azo amarillo mordante 3 con un tratamiento
anaerobio /aerobio. Bajo condiciones anaerobias, el colorante fue reducido a las aminas
6-amino-2-naftalensulfonato y 5-aminosalicilato. El mismo cultivo que llevo a cabo la
reduccién fue aireado y asi ocurrid la mineralizacion de dichas aminas en condiciones
aerobias. Tan et al. (1999a), estudiaron el efecto del oxigeno sobre la reduccion del
colorante naranja mordante 10, utilizando lodo granular metanogénico expuesto a
diferentes concentraciones de oxigeno y como co-sustrato etanol o acetato y reporto la
importancia que tiene éste, ya que sin co-sustrato no se logréo la reduccion del
colorante. El mismo autor en otro estudio (Tan et al., 1999b), estudio la degradacion
de los colorantes azo 4-fenilazofenol y amarillo mordante 10 bajo condiciones
integradas anaerobias/aerobias formando co-cultivos con lodo granular anaerobio y
cultivos enriquecidos con bacterias degradadoras de aminas aromaticas empleando
etanol como cosustrato. Los resultados mostraron la formacion de las aminas
aromaticas 4-aminofenol y anilina de la reduccion del primer colorante y la formacién de

los acidos 5-aminosalicilico y sulfanilico de la reduccion del amarillo mordante 10, estos
14
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productos fueron facilmente degradados por bacterias facultativas aerobias presentes

en el lodo granular anaerobio.

Tai and Shieh (1999), reportaron la biodegradacion del aminobenceno, que fue utilizado
como fuente de carbono y nitrégeno en un reactor de lecho fluidizado operado en forma
discontinua de modo anoxico/dxico por ciclos de aireacion y de no aireacion de 6 horas
cada uno, incluyendo un experimento de control. El aminobenceno fue removido con
eficiencias mayores al 91% y aproximadamente del 53-63% del nitrégeno total. Por su
parte, Peres et al., (1998), reportaron la mineralizaciéon del nitrobenceno en un reactor
tnico con una poblacion mezclada proveniente de un consorcio reductivo capaz de
reducirlo a anilina y ésta fue mineralizada en menos de dos dias por el consorcio
aerobio presente. La reaccion co-metabdlica requiri6 de una mezcla de glucosa y
succinato de sodio como donador de equivalentes de reduccion.

En un reactor tipo SBR, Fonseca (2002), logré la biotransformacion del colorante azo
azul disperso 79 en la etapa anaerobia y la mineralizacion aerobia de las aminas
aromaticas, producto de la decoloracién, alcanzando eficiencias de decoloracién de
hasta un 97% y del 100% en la mineralizacién de las aminas aromaticas. Los tiempos
invertidos fueron de dos dias para la etapa anaerobia y de un dia para la aerobia. La
principal ventaja vista en este proceso ademas del ahorro de espacio por ocupar un
solo reactor, fue que se redujeron los problemas de inhibicion debido a que la biomasa

se encuentra en contacto permanente con los metabolitos producidos.

3.4. Ventajas y desventajas de los procesos de tratamiento anaerobio/aerobio

El tratamiento anaerobio-aerobio secuenciado de cloro aromaticos y colorantes azo en
fases separadas ha permitidoc que su biodegradacion pueda ser mejorada por las
actividades combinadas de distintos consorcios microbianos. El consorcio puede estar

separado en diferentes reactores o en un solo reactor.

La coexistencia de anaerobios y aerobios en co-cultivos no soélo requiere que los

anaerobios estén protegidos de la toxicidad del oxigeno sino también deben ser

capaces de competir por el sustrato para sobrevivir periodos largos. Los aerobios

facultativos heterotrofos que utilizan el oxigeno para la respiracion, pueden obtener
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grandes niveles de energia del sustrato y consecuentemente se espera que crezcan

mas rapido que las bacterias anaerobias que compiten por el mismo sustrato (Field et

al., 1995).

Tabla 3.1. Ventajas y desventajas en la aplicacién de tratamientos anaerobio / aerobio secuenciados.

Ventajas

Desventajas

Su alimentacion es continua

La operacién se lleva acabo en dos reactores

independientes

Control mas sencillo en el arranque

Ocupa mas espacio para su instalacion

Requiere de periodos cortos de aclimatacién del indculo

Ofrece eficiencias menores que un acoplado

anaerobio/aerobio.

Los ciclos de tratamiento no requieren estar controlados

para optimizar los tiempos de reaccion

La aclimatacion del inéculo no le permite ser flexible
al reducir y mineralizar el sustrato con distintos tipos

de microorganismos.

Control de operacién sencillo, una vez estabilizados
ambos reactores.

Intercambio de metabolitos perjudicial

No tiene problemas iniciales con el cultivo de bacterias,
pues se inoculan independientemente.

Requiere de mayor inversion en equipos, operacion y

mantenimiento

Tabla 3.2. Ventajas y desventajas en la aplicacion de tratamientos anaerobio / aerobio acoplados.

Ventajas

Desventajas

La operacién se lleva acabo en el mismo reactor.

Su alimentacion es tipo batch.

Ocupa menor espacio para su instalacion con respecto a
un secuenciado

Control mas delicado en el arranque.

Ofrece eficiencias altas, segun el sustrato.

Requiere de largos periodos de aclimatacion del

inoculo

Es mas eficiente que un sistema anaerobio/aerobio como
tratamiento Unico o que un secuenciado

anaerobio/aerobio

Los ciclos de tratamiento deberan estar
perfectamente controlados para optimizar los tiempos

de reaccion.

Control de operacion sencillo, una vez estabilizado.

Problemas iniciales con el cultivo simultaneo de

bacterias anaerobias y aerobias.

La aclimatacion del indculo le permite ser flexible al
reducir y mineralizar el sustrato con el mismo tipo de

microorganismos

Intercambio continuo de metabolitos

Requiere de menor inversion en equipos, operacion y

mantenimiento
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3.5. Mediadores de 6xido-reduccion
3.5.1. Los compuestos himicos

Cervantes (2002), menciona que el humus es la fraccion organica mas abundante en la
biosfera, ya que estd compuesto de estructuras complejas en las que polimeros
recalcitrantes prevalecen por décadas incluso siglos pues es materia acumulada en el
suelo por la descomposicién de residuos organicos. Generalmente es de color oscuro,
amorfo y de alto peso molecular, resultado de la biotransformacion y repolimerizacion
de los componentes fendlicos y aromaticos presentes en los residuos organicos y que
incluyen a sus metabolitos secundarios. A pesar de ser recalcitrantes, las sustancias
humicas juegan un papel importante en la transformacién anaerobia de sustratos
organicos mediante su participacion en la respiracion microbiana como aceptores de
electrones. Estas sustancias se caracterizan por estar expandidas en ambientes
terrestres y acuaticos, el tiempo de residencia para su formacién es mayor en
ambientes acuaticos, debido a que se trata de ambientes totalmente anaerobios
(Cervantes et al., 2000a).

La interaccién de sustancias humicas con microorganismos han sido objeto de
investigacion por cerca de 30 afos. Inicialmente fueron estudiados en casi todas las
fuentes de carbono o micro nutrientes con la finalidad de determinar el impacto sobre
los microorganismos. Posteriormente se descubrid que la materia organica,
especificamente los acidos humicos y los modelos quinoides como la Sulfonato de
Antraquinona (SAQ) y la Disulfonato de Antraquinona (DSAQ) pueden ser mediadores
en la reduccion de contaminantes organicos como los nitroaromaticos o halogenados
(Benz et al., 1998). Se ha reportado que el humus tiene importantes efectos en la
biotransformacion anaerobia de xenobidticos en el fondo de los rios y otros cuerpos
receptores de aguas residuales industriales, ya que se observo que la concentracion de
los contaminantes disminuia mas rapidamente en comparacién con la disminucion del
mismo proveniente de la misma descarga en zonas en donde compuestos humicos
estaban ausentes (Lovley et al.,1996a; Bradley et al., 1998; Coates et al., 1998; Van der
Zee, 1999; Cervantes et al., 2000b; Cervantes et al., 2000c; Cervantes et al., 2002b).
Las evidencias encontradas en diversos estudios y observaciones, indican que el

humus, al actuar como aceptor de electrones y mediador redox, puede jugar papeles
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importantes en la estabilizaciéon de materia organica y en la biorremediacion intrinseca

de acuiferos u otros ambientes contaminados.

3.5.2. Las quinonas

Las quinonas son los grupos funcionales que aceptan los electrones directamente
durante la reduccién microbiana del humus. Las quinonas presentes en el humus no
solamente sirven como aceptores de electrones en la respiracion microbiana, si no
también, como mediadores de oéxido-reduccion (redox) durante la transferencia de
electrones en las reacciones quimicas y microbianas (Cervantes et al., 2000b). Existen
compuestos sintéticos llamados Quinonas analogos al humus y que dentro de su
estructura quimica también incluyen a los mismos grupos funcionales, estos
compuestos juegan un papel central tanto en la teoria, como en la practica de la
quimica organica desde 1840, su aplicacion hasta hace poco se limitaba solamente en
la industria de la fotografia, sintesis de colorantes y sus derivados. Actualmente y en
pro de optimizar los procesos de tratamiento anaerobio para la biotransformacion de
contaminantes toxicos o recalcitrantes, se ha encontrado una aplicacion importante a
las Quinonas, ya que éstas han mostrado poseer excelentes propiedades redox,
ademas de que en laboratorios de quimica y biologia se emplean como oxidantes (Kirk-
Othmer, 1991).

Estos compuestos a pesar de ser sintéticos son totalmente inertes, lo que permite
emplearse en reacciones quimicas y microbianas sin problemas de contaminacion de
los sistemas de reaccion o formaciéon de productos indeseables. Nuevas evidencias
indican que los compuestos sintéticos analogos al humus, también tienen papeles
activos en la biotransformacion anaerobia de materia organica, ya que han mostrado
tres distintos papeles como transportadores de electrones como soporte de la
biotransformacién abiética y bioldgica de contaminantes importantes (xenobioticos) y
son (Field et al., 1999):

v Aceptores finales de electrones para la respiracion microbiana
v Mediadores redox para en los procesos de reduccién anaerobia

v Donadores de electrones para los microorganismos
18
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Respecto al primer punto, tanto el humus, como sus andlogos sintéticos han
demostrado ser importantes aceptores finales de electrones en la biotransformacion
anoxica y/o anaerobia de xenobidticos como lo es el benceno en presencia de acetato,
entre otros. En la tabla 3.3. se muestra la oxidacion anaerobia de diferentes donadores
de electrones (contaminantes xenobitticos), completando la reduccién del humus o
quinona (especificamente DSAQ) como aceptores finales de electrones asi como sus

referencias.

Tabla 3.3. Oxidacién anaerobia de distintos donadores de electrones, reduccion del humus o DSAQ
como aceptores finales de electrones (Field et al.,1999).

Donador de e Aceptor final dee”  Microorganismos Referencia

1. Respiraciéon

Acetato DSAQ o Humus Geobacter metallireducens  Lovley et al. 1996a
Lactato DSAQo Humus  Shewanella alga Lovley et al. 1996a
Acetato, etanal,

piruvato, lactato

DSAQ o Humus

Geobacter sp JW-3

Coates et al. 1998

Acetato DSAQ o Humus Geobacter sp. TC-4 Coates et al. 1998
Acetato, etanol, DSAQ Desulfuromonas sp. SDB-1  Coates et al. 1998
propionato
Acetato, etanol, DSAQ Desulfuromonas sp. FD-1 Coates et al. 1998
propionato

Cloruro de vinilo

DSAQ o Humus

Sedimentos ricos en MO

Bradley et al., 1998

Dicloroeteno Humus Sedimentos ricos en MO Bradley et al., 1998
Benceno Humus Sedimentos anaerobios Lovley et al., 1996b
2. Fermentacion

Lactato, Humus Propionibacterium Benz et al., 1998
propionato Freudenreichii

Glucosa Humus Enterococcus cecorum Benz et al., 1998
Glucosa ~ Humus Lactococcus lactis Benz et al., 1998

Tanto el humus, como sus anédlogos quinonas ademas de funcionar como aceptores
finales de electrones para la oxidacion de contaminantes, funcionan como mediadores
redox para estimular la biotransformacion reductiva de contaminantes como son los
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colorantes azo y compuestos poli halogenados o nitroaromaticos por el intercambio de
electrones entre un donador externo y los contaminantes. Se ha comprobado que en
condiciones anaerobias y en presencia de un co-sustrato facilmente biodegradable, los
colorantes azo son transformados en aminas aromaticas a partir de la ruptura del
enlace azo (N=N). En presencia de compuestos humicos (humus o DSAQ) esta
biotransformacion es mas eficiente, debido a que los microorganismos utilizan a estos
compuestos en un proceso redox para acelerar la produccion de NAD (Di nucledtido de
Nicotinamida Adenina), el cual se encarga de transportar protones (H") que facilitan la
ruptura del enlace azo y por consiguiente la produccion de las aminas aromaticas. En la
figura 3.3. se muestra el procesos de biotransformacion anaerobia de un colorante tipo

azo en presencia de un co-sustrato y DSAQ como mediador redox.

OH
504 R—~O)—Nt

Co sustrato Aminas
+ ials
Aromaticas
Consorcio\ [ ¢ R C; NH,

ue utiliza la o 2
?)SAQ n.‘gmo GH ['ransferencip de electrones
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Fedox | S0, Ruptura de enlace azo
505 |
(@] Colorante tipo azo
DSAQ

(quinona)

Fig ura 3.3. Biotransformacién anaerobia de un colorante tipo azo en presencia de un co-sustrato de
facil biodegradabilidad y DSAQ como mediador redox (Field et al.,(1999).

En la tabla 3.4 se muestran las eficiencias y los tiempos empleados en la
biotransformacion anaerobia de algunos xenobidticos en ausencia y con las
concentraciones optimas de mediador redox encontradas en los estudios realizados por
Cervantes (2000).
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Tabla 3.4. Biotransformacién anaerobia de xenobiéticos en ausencia y con la concentracion 6ptima de
DSAQ empleado como mediador redox (Cervantes (2000).

Contaminante DSAQ (pM ) Transformacion (%) @ t
CCly4 0 25% @ 15 dias;
20 87% @ 15 dias;
Fenol 0 32% @ 65 dias
280 88.2% @ 65 dias
Para- cresol 0 33% @ 66 dias
320 68% @ 66 dias
Colorante mono azo 0 88% @ 4 horas
3 97% @ 4 horas
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3.6. Objetivos

3.6.1. General
Evaluar la influencia del compuesto humico modelo 26-disulfonato de 9,10-
antraquinona (DSAQ) sobre el tiempo y porcentaje de decoloracion anaerobia de un

colorante mono azo y uno di azo.

3.6.2. Particulares

v Implementar las técnicas analiticas necesarias para el seguimiento de la
decoloracion de soluciones de NA-7 y AA-113

v Determinar las condiciones optimas para la reduccién anaerobia de los
colorantes NA-7 (mono azo) y AA-113 (diazo) empleando DSAQ como mediador
redox

v Determinar el orden de reaccién al que se ajustan las cinéticas de decoloracion

anaerobia de soluciones con ambos compuestos.
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Capitulo 4

METODOLOGIA

La estrategia experimental estuvo conformada de dos etapas, en la primera, se llevaron
a cabo pruebas de decoloracion con el fin de montar las técnicas para la presente
investigacién, una vez que se perfeccionaron estas técnicas y como segunda etapa, se
realizaron alrededor de 80 pruebas de decoloracién por triplicado para cada colorante,
empleando diferentes concentraciones de DSAQ que iban desde 0 pM y hasta 2 mM.

El total de las pruebas de la segunda etapa permitieron establecer las concentraciones
de mediador redox a las cuales se invierte el menor tiempo de decoloraciéon anaerobia

para una concentracion de 25 mg/L en ambos colorantes.

En los siguientes apartados se muestran a detalle los requerimientos tanto materiales,

como técnicos para este estudio.
4.1. Requerimientos

Como el presente trabajo se ha limitado unicamente a estudiar el efecto que tiene un
compuesto humico sintético en la reduccion anaerobia de compuestos xenobioticos, los

principales requerimientos materiales son:
4.1.1. Compuestos modelo

Los compuestos modelo como contaminantes del agua son los colorantes tipo azo,
naranja acido 7 (NA-7) y azul acido 113 (AA-113) que son colorantes comunmente
utilizados en la industria textil para el tefiido y acabado de telas e hilados, ademas de
que se caracterizan particularmente por tratarse de colorantes que en su estructura

quimica contienen respectivamente uno y dos enlaces azo (N=N), ver figura 4.1.
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OH

R o
a) NA-7

oni O A DO
O O
b) AA-113

Figura 4.1. Estructuras quimicas de los colorantes tipo azo a) Naranja Acido 7 y b) Azul Acido 113.

Por otra parte, el compuesto humico modelo utilizado en el presente estudio fue la 2,6-
disulfonato de 9,10-antraquinona (DSAQ) que es un compuesto distribuido por Sigma-
Aldrich y su estructura quimica esta representada en la figura 4.2. Las concentraciones
en que fue adicionado a cada reactor estan indicadas en micro moles por litro (uM) en

el apartado 4.3. relativo a las pruebas de decoloracion.

cecel
SO 3 i

Figura 4.2. Estructura quimica del compuesto humico modelo, la 2,6-disulfonato de 9,10-antraquinona.

4.1.2. Componentes adicionales de reaccion

4.1.21. Co-sustrato

Tomando en cuenta los trabajos realizados por Cervantes (2002a) quién utilizd como
co-sustrato en la reduccién anaerobia del colorante azo naranja acido 7 una mezcla de
acidos Propionico, Butirico y Acético, en una relacién 1:1:1. Para esta investigacion se
utilizé una proporcidén co-sustrato / colorante de 25/1, tanto para el NA-7 y el AA-113
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(mg de Propiénico, Butirico y Acético / mg de colorante). Los acidos grasos fueron

utilizados en iguales proporciones.

41.2.2. Indculo

Los reactores empleados en la transformacion anaerobia de los colorantes NA-7 y AA-
113 se inocularon con lodos anaerobios provenientes de una planta de tratamiento de
aguas residuales de una cerveceria. Este indculo fue seleccionado con base en los
resultados obtenidos por Moreno-Andrade and Buitron (2002) quienes en estudios de
biodegradabilidad anaerobia con inéculos de distintos origenes, demostraron que el
inoculo utilizado en esta investigacion resulto tener las mejores propiedades como lo
son mayor actividad metanogénica especifica (0.48 gCH4/gSSV.d), mayor cantidad de
bacterias por gramo de SSV en los diferentes grupos tréficos, mayores porcentajes de
biodegradabilidad, menor tiempo de latencia y menor inhibicidn en la biodegradacion de
sustratos toxicos. La concentracion de microorganismos aplicada a cada reactor en las
distintas pruebas de decoloracion fue aproximada a 3000 mg/L de SSV; el inéculo fue
aclimatado a etanol previamente a su utilizacion para mantener la actividad

degradadora de los microorganismos.

4.1.2.3. Nutrientes y oligoelementos

Estos fueron agregados de acuerdo a Balch et al., (1979), excepto las vitaminas, ya que
en estudios recientes, se ha comprobado su funciéon como mediadores redox y para
evitar interferencias con respecto al compuesto modelo (DSAQ), se eliminara su
utilizacion. A continuacion se enlistan los nutrientes, oligoelementos y elementos traza
que fueron agregados durante la inoculacion de los reactores en condiciones de

anaerobiosis estricta.
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Tabla 4.1. Cantidad de nutrientes, oligoelementos y elementos traza agregados a cada uno de los

reactores montados para el presente estudio.

Componente Cantidad por cada reactor
(150 mL de mezcla de reaccion)

Ko HPO4 45mg
KH2PO,4 45mg
NH4CI 18mg
NaCl 90mg
MgCl; - 6H20 15.75mg
CaCl; - 2H;0 1.2mg
Acido nitrilotriacético 2.25mg
MgSO, - 7 H0 4.5mg
MnSQO, - H,0 0.75mg
NaCl 1.5mg
FeSO4 -7 HO 0.15mg
CoS0O4 0.15mg
CaClz - 2H,0 0.15mg
ZnS0y 0.15mg
CuSos -5 H0 0.015mg
AIK (SO4). 0.015mg
H3BO; 0.015mg
NazMos - 2H,0 0.015mg
Extracto de levadura 150mg
Peptona de caseina 300mg
Sol. FeSos - 7 H20 (2%) 0.15mL
Sol. NiCl; (5 mg/100 mL) 1.5mL
Cisteina 7.5mg
Resarzurina (0.1%) en agua 0.15mL.
destilada

La preparacioén de las soluciones minerales se llevd a cabo en condiciones anaerobias,
y se preservaron a 4°C
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4.1.2.4. Agua reducida

Resulta importante mencionar que todos los componentes que requerian ser disueltos
antes de ser agregados al medio de reaccion, fueron disueltos en agua destilada
reducida (neutralizada previamente con KOH), asi como el faltante para completar el

volumen predeterminado (150 mL).
4.1.2.5. Inoculaciéon en condiciones de anaerobiosis estricta

Después de inocular dentro de una camara anaerobia en un ambiente totalmente libre
de oxigeno, se llevd a cabo la purga del oxigeno remanente mediante el burbujeo de
nitrébgeno en el seno del medio de reaccion, posteriormente se agregd resarzurina como
detector de contaminacion por oxigeno y cisteina para reducir el potencial de 6xido-

reduccion.
4.1.3. Reactores

v Matraces Erlenmeyer de 250mL de capacidad y 150 mL de volumen de reaccién

v' Tapones de goma (provistos de 2 tubos que permiten la toma de muestra liquida
y la purga del biogas) para el sellado de los reactores

v Valvulas de paso tipo pinza mhor para control de toma de muestras liquidas y/o

gaseosas Yy para evitar el paso de aire, ver figura 4.3.

Figura 4.3. Representacion esquematica del montaje de los reactores en la reduccion anaerobia de
colorantes tipo azo empleando DSAQ como mediador redox.
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4.1.4. Condiciones de reaccion
4.1.41. Incubaciéon

Todos los reactores de estudio fueron mantenidos dentro de un cuarto caliente y/o una
incubadora que permitia llevar a cabo las reacciones de decoloracion a una

temperatura constante de 35°C.
41.4.2. Agitacion

Para procurar condiciones de un reactor continuo y mejorar el proceso de
biotransformacién anaerobia, se opté por llevar a cabo las reacciones de decoloracién
con la ayuda de agitacién tipo orbital a 120rpm en dos agitadores con capacidad para

30 reactores cada uno.

4.2. Montaje de técnicas analiticas
4.2.1. Determinacion de la concentracion de colorante

Se realizaron varias pruebas iniciales en donde se montaron reactores para llevar
acabo la reduccion anaerobia de los colorantes ya mencionados, durante la realizacién
de las cinéticas de decoloracion, se presentaron problemas en la determinacion de la
concentracién del colorante AA-113, ya que al seguir la técnica sugerida por Fonseca
(2000), las concentraciones obtenidas eran totalmente erréneas. Esto se debid a la
presencia de turbidez que no pudo eliminarse con la centrifugacion a la que se
sometian las muestras (5000 rpm). Para la determinacién de la concentracién del

colorante NA-7, la técnica sugerida funcioné sin presentar ningtn problema

Para mejorar la determinacién de la concentracién del colorante AA-113 a lo largo de la
reaccion de decoloracion anaerobia, se evaluaron diferentes solventes organicos con
capacidad de disolver colorantes empleados en la industria textil. La aplicacién de estos
solventes en esta estrategia experimental es basicamente para extraer el colorante en
el liquido y el adsorbido por la biomasa debera ser removido por el solvente de manera

eficiente.
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Los solventes evaluados fueron:

Acetona

v

Benceno

v

Diclorometano

Y

Etanol

v

Hexano

Y

Metanol
m-Xileno

Y ¥V V¥

m-Xilol

o-Xileno

Y

o-Xilol

v v

Tolueno
Xilenos

“?

El metanol, la acetona, el diclorometano y el etanol, al ser solventes miscibles en el
agua, no funcionaron para la extraccion del AA-113 en agua, solamente funcionaron
para extracciéon del colorante adsorbido en la biomasa. Para el resto de los solventes
que son inmiscibles en agua se evaluaron realizando el procedimiento que a

continuacion se describe:

Primeramente se prepararon soluciones del colorante AA-113 a distintas
concentraciones para verificar por un lado, la miscibilidad de los solventes en las
soluciones sintéticas y por otro, la capacidad de extraccion del colorante, esta actividad,
se realizo utilizando 3 mL de solvente por cada 3 mL de muestra, la mezcla resultante
se sometia a agitacion durante 90 segundos en un vortex a 2000 rpm, inmediatamente
después se permitia la separacion de las fases durante 90 segundos o mas si fuera
necesario. Para los solventes inmiscibles, se cuantifico la presencia del colorante tanto
en la fase organica como en la acuosa y con ello, se pudo determinar cuantitativamente
la eficiencia de extraccion de cada solvente (ver tabla 4.2.). Una vez determinado este
parametro, se procedio a seleccionar a aquellos solventes que mostraron las eficiencias
de extraccion del AA-113 mas altas, para ahora evaluarlos con muestras que incluian

biomasa.
29
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Tabla 4.2. Eficiencias de extraccién (%) del AA-113 con los diferentes solventes organicos evaluados.

% de extraccion del AA-113 de las soluciones en las concentraciones dadas (mg/L)

Solvente |5mg/L [10mg/L|15mg/L|20mg/L |25mg/L |30mg/L |40mg/L |50mg/L

Benceno 100.0 [100.0 |100.0 |100.0 |100.0 |100.0 |100.0 (100.0

Xilenos 100.0 [95.7 80.8 64.2 413 29.9 14.5 10.4
Tolueno 100.0 (100.0 |100.0 |100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
o-Xilol 100.0 {93.7 85.2 62.1 33.2 28.7 18.9 14.6
m-Xilol 100.0 [81.3 64.8 30.6 25.4 221 15.3 1.2

Hexano 100.0 {100.0 |100.0 (90.3 40.0 34.5 29.7 25.8

m-Xileno 100.0 (100.0 |94.2 80.5 64.7 40.8 33.6 19.3

o-Xileno 100.0 |100.0 [100.0 |93 73.6 55.3 38.2 25.7

Como se puede observar, los solventes que ofrecieron la mayor eficiencia de extraccion
del AA-113 a concentraciones por arriba de los 20 mg/L fueron el benceno y el tolueno,
aunque el resto de los solventes evaluados extraian al colorante, estos tendieron a
saturarse del colorante a concentraciones por debajo de los 20 mg/L aunque la
agitacion se prolongara hasta por 5 minutos y con ello quedaron descartados para ser
utilizados en las determinaciones de la concentracion del AA-113 en las distintas
pruebas de biotransformacion anaerobia que posteriormente se realizarian. A
continuacion se llevaron a cabo las pruebas para determinar la eficiencia de extraccion
del colorante pero con la variante de que ahora ya se incluia biomasa anaerobia en el

seno de la soluciéon con AA-113.

Para estas pruebas, se emplearon muestras con distintas concentraciones de AA-113 y
perfectamente mezcladas con la biomasa anaerobia agregada, esto, para que la
adsorcion del colorante en la biomasa fuera mas evidente. A muestras de 3 mL de agua
contaminada (que incluia biomasa), se les agregaba igual cantidad de solvente (tolueno
o benceno), se sometieron en agitacién en el vortex a 2000 rpm durante 3 minutos y por
ltimo se permitia la separacion de las fases. Para eficientar la separacion entre las
fases, se optd por centrifugar las muestras a 5000 rpm durante 5 minutos debido a que
el solvente penetraba en los espacios ofrecidos por la biomasa y el simple reposo de
las muestras no era suficiente. Al separar la fase organica y percatarse que en la fase
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acuosa practicamente se habia eliminado el colorante, se procedié6 a realizar una
prueba de extraccion a la pastilla de la biomasa formada por la centrifugacion. Para
este efecto se utiliz6 metanol, que ofrece una capacidad de disolucion del colorante AA-
113 mas alta incluso que el agua. Con ello se determiné la cantidad de colorante que

cada solvente no pudo extraer de la biomasa.

Una vez realizado lo anterior, se procedid a seleccionar al solvente que permitiera llevar
a cabo las determinaciones de concentracion del colorante con la mayor eficiencia, pero
sobretodo, que las caracteristicas de toxicidad y manejo de residuos se minimizaran
debido a que fueron particularmente importantes para el presente trabajo de

investigacion

Aunque tanto el tolueno, como el benceno siguieron ofreciendo excelentes
caracteristicas de extraccion del AA-113 aun con biomasa incluida en el seno del
liquido, se optd por seleccionar al tolueno como el solvente para aplicarlo en todas las
muestras para extraccion que se llevaron a cabo durante el desarrollo de las pruebas
de biotransformacién anaerobia del AA-113. La principal razon por la que se opt6 por
trabajar con este solvente aparte de cumplir con las expectativas de extraccion, fue por
que la toxicidad del tolueno es menor respecto a la del benceno, esto es, que la LDsg
del tolueno es de 7.53 mL/kg, mientras que la del benceno es de 3.8mL/kg (The Merck
Index, 1996), una diferencia significativa que permitic seleccionar al tolueno como

solvente de extraccion.

Ya seleccionado al compuesto de extraccion, se procedio a perfeccionar la técnica que
permitid la extraccion a cualquier concentracion del colorante la cual incluyd la
realizacion de la curva de calibracion del colorante disuelto en tolueno y que se muestra
en el siguiente apartado. La técnica para la determinacion de la concentracion del
colorante AA-113 se describe brevemente a continuacién:

Se tomaron muestras de 3 mL por triplicado y perfectamente homogenizadas con la
biomasa inoculada, se les agregaron 3 gotas de &cido fosférico para detener la cinética
de biotransformacion del colorante, posteriormente se les agregaron 3 mL de tolueno,

se agitaron en un vortex a 2000 rpm durante 3 minutos, se centrifugaron las mezclas a
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5000 rpm durante 5 minutos, se extrajeron las fase organicas con mucho cuidado para
evitar interferencias por la presencia de fase acuosa, con el espectrofotémetro se midié
la absorbancia a la longitud de onda de maxima absorbancia mostrada por el colorante
disuelto en tolueno (646 nm) y para calcular la concentracion del colorante presente se
recurri6 a la ecuacion de la curva de calibracién previamente realizada y por ultimo se

reportaron estos resultados para su posterior ordenamiento y analisis.

En cuanto a la técnica para la determinacion de la concentracién del colorante NA-7 ,

esta se describe brevemente a continuacion:

De los reactores se tomaron muestras de 3 mL por triplicado procurando que la
biomasa estuviera perfectamente homogenizada con el medio, la reaccién de
biotransformacién anaerobia se detuvo al agregarle 3 gotas de una solucion de acido
fosférico, una vez obtenido el total de muestras, éstas se sometieron a centrifugacion a
5000 rpm durante 5 minutos, al liquido se le midié6 la absorbancia en el
espectrofotémetro a la longitud de onda de maxima absorbancia (484 nm) para el NA-7
disuelto en agua, se tomo el valor y por Gltimo se recurrié a la ecuacién de la curva de
calibracion para calcular la concentracion del colorante disuelto en en el liquido. A la
pastilla de biomasa se le adicionaron 3 mL de metanol, se taparon perfectamente para
evitar evaporaciones, se agitaron en un vortex a 2500 rpm durante 1 minuto para
incrementar aun mas la eficiencia de extraccion; se volvio a centrifugar a 5000 rpm
durante 5 minutos, al liquido se le midid la absorbancia en el espectrofotéometro a la
longitud de onda de méxima absorbancia mostrada por el colorante disuelto en metanol
(480 nm) y para calcular la concentracion del colorante presente se recurrio a la
ecuacion de la curva de calibracién previamente realizada y por Ultimo se reportaron

estos resultados para su posterior ordenamiento y analisis.

Es importante comentar que para estas pruebas se observd, que el colorante NA-7 fue
absorbido por la biomasa practicamente en su totalidad, por lo que la técnica en la
determinacion de su concentracion conforme se desarrollaban las reacciones de
biotransformacion se realizaban Unicamente con la extraccion del colorante absorbido
en la biomasa, pues la concentracion en el liquido fue practicamente imperceptible para

el espectrofotémetro desde el inicio y hasta el final de las reacciones
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4.2.2. Curvas de calibracion

Para la determinacion de la concentracion del NA-7 se realizaron las curvas de
calibracion correspondiente al colorante disuelto en agua y en metanol, este ultimo por
la extraccion del colorante adsorbido en la biomasa. Las curvas de calibracion se

muestran a continuacion:

k=
(=]
L

Absorbancia @ 484 nm
[=]
>

2
-
A

Absorbancia = 0.04867"Concentracion de colorante conr= 0.99984

O
L8]
i

0 T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30
Concentracion del colorante NA-7 en mg/L

Figura 4.4. Curva de calibracion para la determinacién de la concentracion del NA-7 disuelto en agua
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Figura 4.5. Curva de calibracién para la determinacién de la concentracién del NA-7 disuelto en
metanol
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Figura 4.6. Curva de calibracién para la determinacién de la concentracion del AA-113 disuelto en
tolueno
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Los coeficientes de extincién o absortividad molar (g) calculados para cada uno de los

colorantes son:

o Para NA-7 disuelto en metanol @ 480 nm &= 17.37 L * mol*cm™ NA-7
o Para AA-113 disuelto en tolueno @ 646 nm &= 10.22 L * mol*cm™ AA-113

4.3. Pruebas de decoloraciéon

Se realizaron distintas pruebas de decoloracion utilizando los colorantes azo arriba
mencionados, las primeras pruebas fueron realizadas con la finalidad de montar las
técnicas para la determinacion de la concentracion de cada colorante, asi también,
como del montaje de reactores para la biotransformacién de los mismos en condiciones
anaerobias. En este apartado se mostraran las pruebas exploratorias empleando
distintas concentraciones del mediador redox (DSAQ), asi como las pruebas
confirmatorias que determinan las concentraciones o6ptimas de DSAQ para cada

colorante.

4.3.1. Analisis exploratorios y confirmatorios

Las pruebas de decoloracion se llevaron a cabo empleando concentraciones de DSAQ
que van desde 0 hasta 2500 micro moles por litro(uM) y culminando la evaluacién con
concentraciones por arriba de 500 y hasta 2500 micro moles por litro, esto, debido a
que se desconocia el comportamiento de la decoloracién en condiciones anaerobias,
por lo que se evalud la decoloracion comenzando con valores pequefios del mediador
redox, posteriormente se incrementéd de modo que los resultados obtenidos mostraran
el comportamiento optimo que es el que se busca al emplear el mediador redox. En las
siguientes tablas se muestran las concentraciones de DSAQ que fueron evaluadas
durante las pruebas de decoloracion del NA-7 y AA-113.
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4.31.1. Naranja Acido 7

Tabla 4.3. Reactores con DSAQ en las concentraciones sefialadas (micro moles por litro, pM).
Prueba No. 1 | 0** | 3 5 8 10 13 15 18 20 Testigo*
210%™ (10 |12 |16 18 20 23 25 28 Testigo*
PruebaNo.3 [ 0** |5 10 |15 20 25 30 40 50 Testigo*
PruebaNo.4 |0** |50 |75 |[100 |125 |150 |175 |200 |225 | Testigo*

B
.6
7

Prueba No

0** [250 [ 300 [350 [400 |450 |500 |600 |700 | Testigo*
Prueba No 0** | 500 [ 750 | 1000 | 1250 | 1500 | 1750 | 2000 | 2500 | Testigo*
Prueba No o |15 |18 |20 22 25 500 | 1000 | 2000 | Testigo*
Confirmatoria | 0** |16 |16 |17 18 19 20 21 24 Testigo™

Prueba No

4.31.2. Azul Acido 113

Tabla 4.4. Reactores con DSAQ en las concentraciones sefialadas (micro moles por litro, pM).
PruebaNo. 1 | 0™ |3 5 8 10 13 15 18 20 Testigo®
PruebaNo.2 |0** |5 10 |15 20 25 30 40 50 Testigo*
3|0 |50 |75 [100 |125 [150 |175 |[200 |225 | Testigo*
Prueba No. 4 [ 0** | 100 | 150 | 200 | 250 |300 |350 |400 |450 | Testigo*
Prueba No.5 | 0** | 200 250 | 500 |600 |700 |800 |900 | 1000 | Testigo*

6

7

8

g

Prueba No.

0** | 500 | 750 | 1000 | 1250 | 1500 | 1750 | 2000 | 2500 | Testigo*
0** |150 | 180 | 200 |230 |250 |280 |420 |450 | Testigo*
0** [210 (220 {230 [240 |250 |410 |430 |440 |[Testigo*
PruebaNo.9 |0 | 225 (230 | 235 (240 |420 |425 |430 |435 | Testigo®
Confirmatoria | 0** | 228 | 229 [ 230 | 231 [428 |429 |[430 |431 | Testigo*

"El testigo esta referido a aquellos reactores que operaron en condiciones abidticas y sin DSAQ

Prueba No.

Prueba No.

Prueba No.

manteniendo el mismo volumen y condiciones de reaccion.
**En cada prueba realizada, se montaron reactores en ausencia de DSAQ para seguir la decoloracién sin

ningun tipo de catalizador
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4.3.2. Desarrollo experimental

) Incubaciéon a 35 °C
>  Agitacién orbital >
) (120 rpm)
Inoculacién Volumen d
en camara reaccion:
anaerobia 150 mL. Toma de

i / muestra \

Potencial Redox «—— Liquido Gas

SsV l
Concentracion
de colorante Extraccion de Cromatografo
colorantes: de gases
\ AA-113 con tolueno

Curva de NA-7 con metanol

alibracién \
S '\

Espectrofotometro «—— centrifugacién
L.O.=646 nm y L.O.=480nm

Figura 4.7. Esquema generalizado del montaje de reactores para llevar a cabo las pruebas de
decoloraciéon anaerobia de los colorantes NA-7 y AA-113 utilizando DSAQ como mediador redox.

Es importante remarcar que en todas las pruebas, todos los reactores con las
concentraciones de colorante y de DSAQ que se estudiaron, se montaron por triplicado
excepto los que estaban en ausencia de DSAQ vy los testigos, los cuales en todas las
pruebas se comportaron similarmente, por lo que se optd por montarlos como Unicos
reactores en cada prueba, Estos reactores se llegaron a montar por triplicado,

unicamente en las pruebas confirmatorias.

Las pruebas tanto exploratorias, como confirmatorias se realizaron en mayor numero
que el indicado en las tablas anteriores, solo que se omitieron debido a que algunos de
los reactores presentaron problemas para llevar a cabo las reacciones de
biotransformacién. Los principales problemas detectados fueron la contaminacion con
oxigeno, incremento abrupto del potencial redox, disminucién o incremento abruptos del

pH y expulsion del tapon del reactor por exceso de biogas presente en el reactor
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4.3.3. Parametros a evaluar

v" Concentracién de colorante, llevando acabo las técnicas previamente descritas y
empleando los siguientes equipos: Agitador vortex marca Fisher; Centrifuga
marca Sol-Bat J-600; Espectrofotdmetro marca Beckman Du-650,

v' 88V, de acuerdo a APHA (1992), con la ayuda de una estufa marca Felisa y una
mufla marca Lindberg.

v pH, empleando un potenciémetro marca Orion modelo 620

v" Potencial Redox empleando un potenciémetro marca Orion modelo 720

v" Determinacion cualitativa de biogas con la ayuda de un cromatdgrafo de gases
marca Fisher modelo 1200

Metodologia



Universidad Nacional Auténoma de México Posgrado en Ingenieria

Capitulo 5

RESULTADOS

5.1. Pruebas exploratorias

Debido a que la cantidad de informacion obtenida en las pruebas exploratorias se
considerd suficiente, en este apartado unicamente se mostraran los comportamientos
graficos de la prueba que se considera mas ilustrativa para cada colorante estudiado,
los datos obtenidos sobre estas pruebas se mostraran en el anexo A-l.

5.1.1. Naranja Acido 7

En la figura 5.1 (a y b) se muestra el comportamiento de la transformacién de las
soluciones que contenian al colorante naranja acido 7 empleando DSAQ como
mediador redox para la prueba exploratoria nimero 7. La concentracién de DSAQ esta
reportada en micro moles por litro (UM) y la del NA-7 en miligramos por litro (mg/L).

30 -+

25 [

20

15

10

Concentracion de NA-T (mg/L)

0 T =

0 5 10 15 20 25
Tiempo de Reaccion (h)
—k—O0pM  —{+—15p)M —E—18yM —A—20uyM —@—22uM —O—testigo

Figura 5.1a. Comportamiento de la decoloracion anaerobia del NA-7 en la prueba exploratoria No.7
con bajas concentraciones de DSAQ
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30

25

20 A

15 4

10 1

Concentracion de Colorante NA-7 (mg/L)

Tiempo de Reaccién (h)
—{3—opMm ——25uM —A— 500pM —&—1000pM —~sl—_2000ph|

_-‘(i};iestigo

Figura 5.1b. Comportamiento de la decoloracién anaerobia del NA-7 en la prueba exploratoria No.7
con altas concentraciones de DSAQ.

Como se puede observar, el tiempo invertido en la transformacion anaerobia del NA-7
se reduce conforme se incrementa la concentracion de DSAQ, este comportamiento
continua hasta alcanzar una concentracion préxima a 18 pM, al superar esta
concentracion, la velocidad de trasformacién disminuye nuevamente, sélo que ésta
disminucion es, comparativamente hablando, menos gradual que el incremento de
velocidad cuando la concentracion de DSAQ se acerca a 18uM partiendo de la

ausencia de éste.

Cabe mencionar que los muestreos y el correspondiente andlisis de cada una de las
pruebas para ambos colorantes, se realizaron de manera programada para que las
cinéticas se evaluaran a 20, 25 y hasta 30 horas continuas y asi obtener su

comportamiento completo tanto en ausencia, como en presencia del mediador redox.

5.1.2. Azul Acido 113

En la figura 5.2 (a y b) se muestra el comportamiento de la transformacion del azul
acido 113 empleando DSAQ como mediador redox en la corrida exploratoria nimero 8.
La concentracion de DSAQ esta reportada en micro moles por litro (uM), mientras que
la del NA-7 en miligramos por litro (mg/L).
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Es importante mencionar que cada una de las pruebas exploratorias y las confirmatorias
se llevaron a cabo en una sola serie para cada colorante, sélo que muestran sus
comportamientos en dos graficos para una mejor visualizacién de los comportamientos
cinéticos y con ello una mayor percepcion de lo que se desea obtener de la

investigacion.

30 ~

%]
L)
rn

]
(=]
1

15

10 +

Concentracién del AA-113 (mg/L)

0 4 . 3
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo de Reaccion (d)
—B—0pM —+—210uM —ii—220pyM —A—230pM ——240pM —O— Testigo

Figura 5.2a. Comportamiento de la decoloracion anaerobia del AA-113 en la prueba exploratoria No 8.

30 4

b
L4
Fe)

]
o
L

-
(=]
1

Concentracion de AA-113 (mg/L)
o s

0 1 2 3 4 ) 6 7 8 9 10
Tiempo de Reaccidn (h)
—8— 0puM —3—250pM —&— 410pM —A— 430pM —©—440pM —O— Testigo
Figura 5.2b. Comportamiento de la decoloracién anaerobia del AA-113 en la prueba exploratoria No.8
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De igual manera, el tiempo invertido en la transformacion anaerobia del AA-113 se
reduce conforme se incrementa la concentracion de DSAQ, este comportamiento
continua hasta alcanzar una concentracion de 230 uM, al superar esta concentracion, la
velocidad de trasformacién disminuye nuevamente, sélo que ésta disminucion es,
comparativamente hablando, menos gradual que el incremento de velocidad cuando la
concentracion de DSAQ se acerca a 230 puM partiendo de la ausencia de éste. Cabe
mencionar que existe otro incremento en la velocidad de transformacién del colorante al
aproximarse a 430 uM, pero con tiempos de reaccidbn mayores que el mostrado a
230pM y de ahi en adelante, se vuelve a reducir la velocidad al incrementar la

concentracion de mediador redox.
5.2. Pruebas confirmatorias

La estrategia primordial de estas pruebas, fue la de llevar a cabo muestreos y sus
correspondientes determinaciones cuantitativas a tiempos iguales de una hora para el
NA-7 y de 4 para el AA-113, para asi poder definir el comportamiento cinético que

gobierna la biotransformacion de los colorantes.
5.2.1. Naranja Acido 7

En la figura 5.3. se observa el comportamiento de la transformacién anaerobia del NA-7
en la prueba confirmatoria, mostrando que la concentracién 6ptima de DSAQ empleada
en este proceso es de 18 uM con un tiempo de transformacion completa de 6.5 horas,
mientras que en ausencia del mediador redox el tiempo de biotransformacion total fue
ligeramente superior a las 28 horas, esto muestra la marcada diferencia en los tiempos

invertidos en la reaccién a las mismas condiciones.

En la figura 5.4. se muestra de forma mas clara la disminucién en el tiempo de reaccion
empleado durante la transformacién anaerobia del colorante NA-7 conforme la
concentracion de DSAQ se aproxima a 18 pM por ambos lados. En este grafico se toma
como base al 90% de transformacion del colorante en todas las concentraciones de
DSAQ consideradas.
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30 -

20 A

Concentracién de NA-7 (mg/L)
= I

20 25 30

Tiempo de‘!geaccién (h)

——opM —%—15u)M  ——16puM  —A—17pM —=—18uM
—A—19yM  —8-20yM = —©-21yM  —4—24yM  —O—Testigo |

Figura 5.3. Comportamiento de la biotransformacién anaerobia del NA-7 empleando DSAQ como
mediador redox a diferentes concentraciones en la prueba confirmatoria.
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Concentracion de DSAQ (uM)

Figura 5.4. Comportamiento del tiempo invertido al 90% de la transformacion anaercbia del NA-7 en
funcion de la concentracion de DSAQ empleado como mediador redox.

Se observa que la presencia de mediador redox en el medio de reaccion permite un
incremento considerable en rapidez de eliminacién del color, siendo mas notorio este
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incremento en las concentraciones proximas a 18uM, esto es un indicativo de que el
compuesto modelo empleado como mediador redox ha influido positivamente en la
transformacién anaerobia del NA-7. Por otro lado, muestra que a concentraciones
superiores a 18uM el proceso comienza a requerir de mas tiempo para alcanzar el mismo
nivel de transformacién esto es, que la velocidad disminuye conforme la concentracion de
DSAQ se incrementa por arriba de 18uM. Esto se relaciona por un lado, con algun tipo de
inhibicion competitiva, en donde el compuesto hiumico a concentraciones por arriba de
18uM comienza a saturar los espacios activos dentro de la molécula tanto del co-sustrato,
como del colorante por consiguiente, la transferencia de los electrones se ve afectada y
con ello, la velocidad de decoloracion de las soluciones con NA-7 se reduce, esto es mas

notorio conforme la concentracion de DSAQ sigue incrementandose.

5.2.2. Azul Acido 113

En la figura 5.5. se observa el comportamiento de la transformacién anaerobia del AA-
113 en la prueba confirmatoria, mostrando que la concentracién éoptima de DSAQ
empleada en este proceso es de 230 pM con un tiempo de transformacién completa de
36.5 horas, mientras que en ausencia del mediador redox el tiempo de
biotransformacién total fue ligeramente superior a los 9 dias, esto muestra la marcada

diferencia en los tiempos invertidos en la reaccion a las mismas condiciones.

En la figura 5.6. se muestra de forma mas clara la disminucion en el tiempo de reaccion
empleado durante la transformacion anaerobia del colorante AA-113 conforme la
concentracion de DSAQ se aproxima a 230 pM por ambos lados. En este gréafico se
toma como base al 90% de transformacion del colorante en todas las concentraciones
de DSAQ consideradas.
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Concentracion de AA-113 (mg/L.)
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Figura 5.5. Comportamiento de la biotransformacién anaerobia del AA-113 empleando DSAQ como
mediador redox a diferentes concentraciones en la prueba confirmatoria.
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Figura 5.6. Comportamiento del tiempo invertido al 90% de la transformacion anaerobia del AA-113 en
funcion de la concentracion de DSAQ empleado como mediador redox.
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Para entender el grafico 5.6, se toma como base el 90% de la eliminacion del color y se
observa claramente el comportamiento del tiempo invertido en la reaccién de
transformacion anaerobia del AA-113, mostrando que la presencia del mediador redox en
el medio de reaccion permite un incremento considerable en la velocidad de
transformacion y que esta alcanza su maximo cuando se ha llegado una concentracion
de DSAQ de 230 uM. Esto muestra nuevamente que el compuesto modelo también
influyé positivamente en la transformacion anaerobia de este colorante. Por otro lado,
también se encuentra que a concentraciones superiores a 230 pM el tiempo para
alcanzar el mismo nivel de transformacion se incrementd conforme la concentracién del
mediador redox superaba éste valor. Aqui también se presenta inhibicion competitiva, en
donde el compuesto hiimico a concentraciones por arriba de 230uM comienza a saturar
los espacios activos dentro de la molécula tanto del co-sustrato, como del colorante por
consiguiente, la transferencia de los electrones se ve afectada y con ello, la velocidad de

decoloracion de las soluciones con AA-113 se reduce.

Las diferencias en tiempo observadas para la transformacién anaerobia de cada uno de
los colorantes y utilizar diferentes concentraciones optimas de DSAQ se puede explicar
por el numero de grupos azo presentes en la estructura de cada colorante y por otro, la
afinidad que los microorganismos mostraron ante cada uno de los colorantes. Aunado a
esto, la desaclimatacion de los microorganismos se puede agregar como una causa

importante para las diferencias encontradas.
5.3. Analisis espectral

Las estrategias empleadas en la determinacion de la concentracion de los colorantes al
inicio, durante y concluidas las reacciones de decoloracion anaerobia, son
relativamente distintas. Para el caso del NA-7 la determinacion se realizé con base en la
extraccion del compuesto que estaba absorbido en la biomasa inoculada, ya que en la
mayoria de los reactores la cantidad de colorante en el medio acuoso fue imperceptible.
Una vez extraido con metanol, se procedio a realizar las mediciones de absorbancia en
el espectrofotometro, finalmente se recurrié a la curva de calibracién correspondiente

para el calculo de la concentracion del colorante.
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Para el caso del AA-113, la estrategia fue distinta, ya que este colorante estuvo
presente en el medio acuoso en mucho mayor medida, a pesar de que se trabajé con
la misma concentracion que el colorante NA-7 (25 mg/L.), de tal forma que el montaje
de la técnica para la extraccion del AA-113 en ambos medios (acuoso y biomasa) fue

correctamente aplicada debido a que cumplié con los requerimientos experimentales.

En la figura 5.7 se muestran los espectros de absorcién obtenidos en la region uv-
visible del espectro electromagnético, aqui se observa el comportamiento cinético de la
decoloracion anaerobia del NA-7, empleando la concentracién éptima de DSAQ (18

uM).

1,61 Cinética de decoloracién anaerobia del NA-7 utilizando DSAQ como
mediador redox (18 micromoles por litro)

1,4 1

Absorbancia

500 600 700
Longitud de Onda (nm)
—A: Incicio —B:a1h —C:a3h ——D:abh E:a7h

Figura 5.7. Espectrogramas obtenidos en la region uv-visible del espectro electromagnético.

Como se puede observar, al inicio de la reaccion el pico de maxima absorbancia para el
NA-7 disuelto en metanol esta presente a 480 nm y otro pico de menor altitud a 240 nm,
conforme trascurre la reaccion, ambos picos decrecen. Paralelo a este hecho van
formandose nuevos picos correspondientes a los productos de la decoloracion. De
éstos, el mas notable es a 394 nm y otro no menos importante a 230 nm, estos picos

son bastante notorios al final de la reaccion, ya que los picos iniciales han desaparecido
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en su totalidad, indicando la ausencia total del colorante NA-7 y la presencia de los
productos de la decoloracién. En la figura 5. 8 se pueden observar los espectrogramas
obtenidos en la region uv-visible del espectro electromagnético correspondientes al
reactivo (colorante) y a los productos (aminas aromaticas) obtenidos después de

llevarse a cabo la decoloracion anaerobia del NA-7.
1,8

1,6

1,4

1,2 -

1 -

0,8 -

0,6 -

Absorbancia

ApmprmetT T -
400 500 600 700
0,2 Longitud de Onda (nm)

——Colorante NA-7 ———Productos de la Decoloracion

Figura 5.8. Espectrogramas en el uv-visible para el NA-7 y los productos de su decoloracion.

Con respecto a las pruebas de decoloracion anaerobia del AA-113, se observd que
parte de éste fue absorbido por la biomasa, mientras que el resto, quedaba disuelto en
el medio acuoso indicando que la biomasa estaba saturada, algo que no ocurrié con el
NA-7, razén por la cual fue necesario el montaje de la técnica para llevar a cabo la
extraccion del colorante absorbido y del disuelto en una sola operacion. En la figura 5.9
se muestran los espectrogramas obtenidos en la regién uv-visible del espectro
electromagnético asi como el comportamiento cinético de la decoloracion anaerobia del

AA-113 en esta region.
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0,4 - Cinética de decoloracién anaerobia del AA-113 utilizando DSAQ como mediador
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Figura 5.9. Espectrogramas obtenidos en la region uv-visible del espectro electromagnético.

Cabe mencionar que el solvente empleado en las operaciones de extraccion del
colorante a distintos tiempos de avance de reaccion, fue almacenado en un recipiente
especial después de ser utilizado con la finalidad de que al término del trabajo
experimental de ésta tesis se canalizara para darle el tratamiento y la disposicién

adecuados.

Se observa que los picos de maxima absorbancia para el AA-113 disuelto en tolueno
son a 646 nm el mas importante y otro a 585 nm, conforme trascurre la reaccién, éstos
comienzan a disminuir notablemente su altitud, a su vez, tres nuevos picos comienzan a
formarse siendo los dos mas notables a 472 nm y a 435 nm, un tercer pico no menos
importante se forma a 322 nm. Estos picos son bastante notorios al finalizar el proceso
de decoloracion, ya que para entonces los picos iniciales han desaparecido
completamente, indicando la ausencia total del colorante AA-113 y la presencia de los

productos de la decoloracion.
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En la figura 5.10 se pueden observar los espectrogramas obtenidos en la regién uv-
visible del espectro electromagnético correspondientes al reactivo (colorante) y a los
productos (aminas aromaticas) obtenidos después de llevarse a cabo la decoloracién
anaerobia del AA-113.
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Figura 5.10. Espectrogramas en el uv-visible para el AA-113 y los productos de su decoloracion.

5.4. Productos de la decoloracion

Como no se considerd dentro de los alcances del presente proyecto el utilizar
estandares para la identificacion de las aminas aroméaticas, se emplearon como base
las investigaciones realizadas por Cruz and Buitron (2001) en donde se demostrd con
los estandares respectivos, que los productos de la transformacion en condiciones
anaerobias del colorante azul disperso 79 (AD-79) fueron las aminas aromaticas
correspondientes después de la ruptura de los enlaces azo presentes en la estructura
quimica del colorante. Por lo que se asume que los productos generados en los
estudios del presente proyecto son las aminas correspondientes después de la ruptura
del (los) enlace(s) azo. A continuacion se muestran las estructuras y los nombres
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comun y UIQPA de los compuestos generados por cada colorante al finalizar el proceso
de biotransformacion anaerobia.

5.4.1. Naranja Acido 7

Las aminas generadas por el NA-7 al biotransformarse anaerobiamente son:

Nombre comun: para aminobencensulfonato de sodio
Nombre UIQPA: 4-aminobencensulfonato de sodio

NH ,

SO;3Na

Figura 5.11. Amina aromatica, producto de la decoloracion del NA-7.

Nombre comun: 2-hidroxi-1-naftilamina
Nombre UIQPA: 1-amino-2-hidroxinaftaleno

NH ;

Figura 5.12. Amina aromatica, producto de la decoloracion del NA-7.
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5.4.2. Azul Acido 113

Las aminas generadas por el AA-113 al biotransformarse anaerobiamente son:

Nombre comun: para aminobencensulfonato de sodio
Nombre UIQPA: 4-aminobencensulfonato de sodio

NH >

SO3Na

Figura 5.13. Amina aromatica, producto de la decoloracién del AA-113.

Nombre comuin: 1-4-naftildiamina
Nombre UIQPA: 1-4-diaminanaftaleno

NH>

NH>

Figura 5.14. Amina aromatica, producto de la decoloracién del AA-113.

Nombre comun: N-(4-aminonaftalen)-anilina
Nombre UIQPA: N-(4-aminonaftalen) amino benceno
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NH-

NH

Figura 5.15. Amina aromatica, producto de la decoloracion del AA-113.

5.5. Eficiencias de decoloracion

En las figuras 5.16 y 5.17, se pueden observar las eficiencias de decoloracion en las
pruebas realizadas para los colorantes NA-7 y AA-113 respectivamente. En ambos
casos se muestra el comportamiento de la biotransformaciéon cuando se emplea la
concentracion 6ptima de DSAQ y en ausencia de éste, con la finalidad de visualizar el

grado de influencia que tiene el mediador redox en el desarrollo de las reacciones de
decoloracion.
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Figura 5.16. Eficiencias de la decoloracion anaerobia del NA-7 en ausencia y con 18 pM de DSAQ.
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Figura 5.17. Eficiencias de la decoloracion anaerobia del AA-113 en ausencia y con 230pM pM de

DSAQ.

Como se puede observar, la biotransformacion del NA-7 en condiciones anaerobias se
lleva a cabo mas rapidamente que la que se lleva a cabo empleando el colorante AA-
113. Para el primer caso, la decoloracion total de un agua residual conteniendo 25 mg/L
de NA-7 preparada sintéticamente en ausencia de mediador redox tarda entre 27.5 y
28.5 horas, mientras que la reaccion en presencia de mediador redox en la
concentracion optima encontrada en el presente estudio (18uM) invierte un tiempo de
entre 5.5 y 6.5 horas, esto es, cerca de 20 horas menos que en ausencia del mediador
redox. En la tabla 5.1. se reportan las velocidades de decoloraciéon del NA-7 en
ausencia y con la concentracion éptima de mediador redox.

Tabla 5.1. Velocidades de decoloracion del NA-7 en ausencia y con 18uM de DSAQ.

Concentracién de DSAQ (M) |V (mg NA-7/ L-h)
0 115
18 410
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La decoloracién de agua residual preparada sintéticamente con 25 mg/L de AA-113 en
ausencia de mediador redox se completa después de trascurridos cerca de 10 dias,
mientras que en presencia de DSAQ como mediador redox en la concentracion
encontrada como 6ptima en el presente estudio (230 uM), se completa después de
transcurridas 36.5 a 37.5 horas, una diferencia importante en los tiempos invertidos de
cerca de 8 dias. En la tabla 5.2 se reportan las velocidades de decoloracion del AA-113

en ausencia y con la concentracion optima de mediador redox.

Tabla 5.2. Velocidades de decoloracion del AA-113 en ausencia y con 230uM de DSAQ.
Concentracion de DSAQ (uM) | V (mg AA-113/ L-h)
0 0.1315
230 0.6841

Como se puede observar, existe una diferencia marcada entre las velocidades de
decoloracion en ausencia de mediador redox en relacion con las velocidades obtenidas
con la concentracion optima del mismo, asi también se observa una diferencia marcada
entre las velocidades de decoloracion del NA-7 y el las del AA.113, esto se relaciona en
gran parte con la complejidad en la estructura quimica de cada compuesto.

5.6. Potencial redox, pH y SSV

Durante el desarrollo de las pruebas de decoloracion anaerobia ademas de determinar
la concentracion del colorante presente en el medio de reaccion, se determinaron los
valores correspondientes del potencial de éxido-reduccion, el potencial de hidrogeno y
la concentracion de solidos suspendidos volatiles. Con relacién al potencial redox, este
mostré una ligera disminucién entre el inicio y el final de las reacciones de decoloracién
para ambos compuestos estudiados, esto garantizé en todo momento condiciones
reductivas. En la tabla 5.3 se encuentran reportados los valores de potencial redox al
inicio y al final de la reaccion de decoloracién anaerobia para cada uno de los
compuestos estudiados en ausencia y empleando la concentracion éptima de mediador

redox.
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Tabla 5.3. Variacién del potencial redox durante la transformacién anaerobia del NA-7 y AA-113 en
ausencia y empleando las concentraciones 6ptimas de DSAQ (medido en milivolts (mV)).

Colorante Naranja acido 7 Azul acido 113
DSAQ ouM 18uM opM 230uM
Reaccion Potencial Redox (mV) Potencial Redox (mV)
Inicio -247.02 +3.44 | -285.85+7.12 |-303.67 + 4.98 |[-322.82+7.18
Final -279.19+512 |-352.61+6.33 |-321.21+ 2.87 |[-362.23+£10.48

Nota: Los datos aqui reportados fueron adquiridos en las pruebas confirmatorias por razones de
homogeneidad de resultados, aunque de las pruebas exploratorias se tienen resultados similares.

En cuanto al pH se refiere, este parametro mostrdé también una ligera disminucion en
sus valores entre el inicio y el término de las reacciones de transformacion para ambos
compuestos estudiados, y estas diferencias también estuvieron presentes tanto en
ausencia, como en presencia de la concentracion éptima de mediador redox para cada
colorante. En la tabla 5.4 se muestran estas disminuciones de pH entre el inicio y el
final de las reacciones estudiadas, aunque estadisticamente, las desviaciones estandar
permiten aproximar estos valores entre si por lo que puede decirse que en realidad
hubo una variacibn minima en los valores de pH entre el inicio y el final de dichas

reacciones.

Tabla 5.4. Variacion del potencial de hidrégeno (pH) durante la transformacion anaerobia del NA-7 y
AA-113 en ausencia y empleando las concentraciones éptimas de DSAQ (medido en unidades de pH).

Colorante Naranja acido 7 Azul 4cido 113 l
DSAQ ouM 18uM OouM 230uM
Reaccion Potencial de Hidrégeno Potencial de Hidrégeno
(pH) (pH)
Inicio 7.23 + 0.09 741+ 0.15 7.11 £ 0.08 7.26+£0.16
Final 6.78+ 0.13 7.03+ 0.11 6.49 £ 0.17 6.89+0.14 |

Nota: Los datos aqui reportados fueron adquiridos en las pruebas confirmatorias por razones de
homogeneidad de resultados, aunque de las pruebas exploratorias se tienen resultados similares.

Respecto a la concentracion de solidos suspendidos volatiles en el medio conforme
trascurria la reaccion, no se mostraron diferencias significativas entre si, ya que los
promedios de la concentracion entre el inicio y el final de las reacciones diferian, pero el
valor de las desviaciones estandar permiten el traslape de los valores. Esto indica por
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un lado, que los muestreos se realizaron correctamente al extraer del medio de reaccion
muestras homogéneas que permitieron que su andlisis fisicoquimico no fuera erréneo,
asi también, muestra la escasa o practicamente nula producciéon de biomasa durante el
desarrollo del proceso de biotransformacion en condiciones anaerobias. En la tabla 5.5
se muestran los valores de las concentraciones de sdlidos suspendidos volatiles (SSV)
al inicio y al término de las reacciones de decoloracion para ambos colorantes, tanto en
ausencia, como empleando las concentraciones éptimas de DSAQ empleado como

mediador redox.

Tabla 5.5. Variacion de la concentracién de sélidos suspendidos volatiles (SSV) durante la
transformacion anaerobia del NA-7 y AA-113 en ausencia y con las concentraciones 6ptimas de DSAQ

Colorante Naranja acido 7 Azul acido 113
DSAQ ouM 18uM OuM 230puM
Reaccién Solidos Suspendidos Volatiles (mg/L.) Solidos Suspendidos Volatiles
Inicio 3007.89 + 19.33 | 3078.03 + 36.57 | 2985.41 + 20.{;le:.3"085 +28.34
Final 2978.53 +15.13 | 3013.25+ 19.21 | 3006.49 £ 19.17 | 3011 £44.73

Nota: Los datos aqui reportados fueron adquiridos en las pruebas confirmatorias por razones de
homogeneidad de resultados, aunque de las pruebas exploratorias se tienen resultados similares.

5.7. Produccién de biogas

Como se menciono en el capitulo anterior, se realizaron determinaciones cualitativas de
biogas a los reactores que llevaban a cabo la decoloracion tanto en las pruebas
exploratorias como en las confirmatorias, el gas obtenido fue analizado en el
cromatografo de gases ya mencionado y en términos generales se puede decir que
existié produccion de metano y bioxido de carbono, pero sus cantidades fueron
pequenas y estan relacionadas con la degradacién del co-sustrato agregado al medio
de reaccion y no con la decoloracion de los compuestos de estudio. Por otra parte,
resulta importante mencionar que estos analisis se realizaron de esta manera ya que su
determinacion cuantitativa no fue prioridad para el proyecto de investigacion, ya que se
requeria confirmar la actividad de los microorganismos al momento de ser agregados al
medio de reaccioén, asi como también verificar que la decoloracion se llevaba a cabo por

la propia actividad de los microorganismos .
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5.8. Comportamiento cinético

Como parte de los objetivos del presente trabajo esta el de mostrar a que modelo
cinético se ajusta en mayor proporcién el comportamiento de la decoloracion de los
compuestos de estudio tanto en ausencia, como empleando la concentracion 6ptima de
mediador redox, se propone en el siguiente apartado el verificar si se ajustan los
comportamientos cinéticos a un modelo de orden uno o al modelo cinético desarrollado
por Monod (Metcalf y Eddy, 1991). Para esto, se utilizaran los datos obtenidos en las
pruebas confirmatorias, ya que para éstas se llevo un seguimiento en la determinacién
de los distintos parametros fisicoquimicos a cada hora para el NA-7 y cada 4 horas para
el AA-113 teniendo asi mayores detalles en el comportamiento de la decoloracién.

5.8.1. Modelo de primer orden

Para verificar si en las pruebas de decoloracion de los compuestos de estudio se
ajustan a un modelo de primer orden, primero se plantea el modelo matematico como a

continuacion se enuncia:

En una reaccién en donde el elemento “A” desaparece y la variacion de su
concentracion respecto al tiempo es proporcional a la concentracion del mismo esta
expresado por la ecuacion (1).

9 aca...(1)
dt

Al eliminar el simbolo de proporcionalidad, se genera una constante para igualar los
términos y asi tener una ecuacion diferencial lineal de orden uno (2).

‘jf = Kk+Ch.... (2)

En donde el signo (-) se refiere a que el componente “A” desaparece

Como es una ecuacion de variables separables, se sigue la mecanica para resolver la

ecuacion diferencial (3).

dC
= -kdt....(3
3 (3)

Las condiciones en la frontera para el desarrollo de esta ecuacion son los siguientes
t=0, CA = CA,Q

t=t,C=Cxy
58

Resultados



Universidad Nacional Auténoma de México Posgrado en Ingenieria

Integrando ambos términos de la ecuacion con los limites ya definidos se tiene que

B s s
LN ()=kot..(4)

Simplificando términos se tiene que

LN (Ca) = LN (Cao) —k=t ....(5)

En donde k es la pendiente de la linea de tendencia del comportamiento de
desaparicion del compuesto “A” (en este caso, de los colorantes NA-7 y AA-113) al
relacionar graficamente a LN (Ca) versus tiempo de reaccion, para ejemplificar lo
anterior, en las figuras 5.18 y 5.19 se puede observar el comportamiento cinético de la
decoloraciéon del NA-7 y AA-113 ajustados al modelo de primer orden, ademas se
muestra la linea de tendencia con su correspondiente ecuacion y con ello los valores de
la constante cinética y del coeficiente de correlacion (R?). EI mayor ajuste a este modelo
cinético lo dictaminan los coeficientes de correlacion (R?) si estos se aproximan en

mayor medida a la unidad.

LN (C NA-7)

y = -0,1229x + 3,6674
R?=0,9306

o T T Ll T T . L]
0 5 10 15 20 25 30
t (horas)
m Opm =——Lineal (Opm)
Figura 5.18. Aplicacion del modelo cinético de primer orden para los datos de la decoloracion del
NA-7 en ausencia de mediador redox (OuM).
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3.5 1

3

i
o
1

4]
1

y =-0.0336x + 3.3117
R? = 0.9911

LN(C AA-113)
W

-
Il

o
(3]
'l

t (horas)
® O0uM =——Lineal (OuM)

Figura 5.19. Aplicacién del modelo cinético de primer orden para los datos de la decoloracion del
AA-113 en ausencia de DSAQ como mediador redox (OuM).

En la tabla A-lll.1 del anexo 3, se reportan los valores de las constantes cinéticas (k)
para el modelo de orden uno, asi como los valores de los coeficientes de correlacion
(R?) obtenidos en el ajuste para cada concentracion de mediador redox empleado en
las pruebas confirmatorias de ambos compuestos de estudio. Asimismo, el
comportamiento grafico de estas constantes cinéticas respecto a la concentracion de

DSAQ se observaran en las figuras 5.20 y 5.21.
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0,8 -

0,7 4

0,6

D T T T T T 1
7 .18 20 21
DSAQ (Micro moles/L)

Figura 5.20. Comportamiento de la constante cinética (k) en la decoloracién anaerobia del NA-7.
0,45

0,4 4

0,35 -

0,3 A

k (1/h)

0,25 4

0,2 1

0,18 T T T T T T u - 1
226 227 228 229 230 23 232 233 234 235

DSAQ (Micro moles/L)

Figura 5.21. Comportamiento de la constante cinética (k) en la decoloracion anaerobia del AA-113.

Como se puede observar, el valor de las constantes cinéticas para el modelo de primer
orden en la decoloracion anaerobia del NA-7 y AA-113 incrementa conforme se
aproximan a la concentracion Optima de mediador redox  (18uM y 230uM
respectivamente), llegando a su maximo en esas concentraciones de DSAQ, volviendo

a disminuir (mas gradualmente) conforme se incrementa la concentracion de éste. En
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cuanto al valor de los coeficientes de correlacion, los mas aproximados a la unidad son
los correspondientes a la decoloracion en ausencia de mediador redox, pero en
términos generales, todas las pruebas tanto exploratorias como confirmatorias se

ajustan al modelo de primer orden.
5.8.2. Modelo de Monod

Para verificar si en las pruebas de decoloracién de los compuestos de estudio se
ajustan al modelo desarrollado por Monod (Metcalf and Eddy, 1991), en donde el
crecimiento bacteriano estd sujeto a cantidades limitadas de alimento (substrato o
nutrientes), el modelo esta conformado como a continuacién se enuncia:

S
= R (]
H “mS+K5 (6)

Donde: |1 = tasa especifica de crecimiento, tiempo™’

Hm = tasa méaxima de crecimiento, tiempo’1

S = Concentracion del sustrato, masa / volumen

Ks = Constante de afinidad, masa / unidad de volumen
La tasa de crecimiento esta dada por:

_dX

s
= X =x = X oo 7
B (n)

Para este estudio se consider6 que la tasa de mortandad de microorganismos no es
significativa (kq)
Donde: Iy = tasa de crecimiento bacteriano, tasa / volumen unitario * tiempo = . + X

X = Concentracion de microorganismos, masa / volumen unitario

Como aqui se pretende verificar si los datos obtenidos en la transformacion anaerobia
del NA-7 y AA-113 se ajustan a este modelo en mayor medida que el modelo de orden
uno, en vez de utilizar la tasa de crecimiento especifico (nuevas células), se empleara la
tasa de decoloracion que involucra de manera indirecta a los microorganismos y que se
denotara como q (masa de sustrato/ volumen * tiempo), por lo tanto la ecuacién (7), se

transforma en:
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q-= qu+Ks ........ (8)

dX _dS 1 7
a que = —F_ og=" a9
AR & w v ¥ ©)
L ds o Hopax * S

i, T 10) Considerando que durante la prueba Y no varia
dt Y Ks+S§ (10) q P

significativamente:

g, =Fmex . (11)

Y
*S
.
S+k,
vi 75 Masa
Donde: q = tasa de decoloracion especifica, —————
volumen* Tiempo
gm = tasa maxima de decoloracion, o DA
volumen* Tiempo
ks = Constante de afinidad, Masa
volumen

Para aplicar correctamente el modelo a los datos obtenidos en las pruebas de
decoloracioén, la ecuacion (8) se lineariza quedando de la siguiente manera:

1k 1 1
q q n &) q m

En donde se relacionaran graficamente 1/q versus 1/S, para ejemplificar lo anterior, en
las figuras 5.22 y 5.23 se puede observar el comportamiento cinético de la decoloracion
del NA-7 y AA-113 ajustados al modelo de Monod, ademas se muestra la linea de
tendencia con su correspondiente ecuacion y con ello los valores de la constante de
afinidad (ks), de la méaxima tasa de decoloracion (qm) y del coeficiente de correlacion
(R?). El ajuste a este modelo cinético lo dictaminan los coeficientes de correlacion (R
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3
2,5 -
24
2'1'5'
" y = 0,4684x + 0,1802
R? = 0,997
0,5 4
0 -+ T b T T T
0 1 2 3 4 5

1/S
® 18yM ——Lineal (18pM)

Figura 5.22. Aplicacién del modelo cinético de Monod para los datos de la decoloracion del NA-7
empleando 18uM de DSAQ como mediador redox.

. y = 1,8998x + 1,7524
= 0 R?=0,7077
2
1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
1/S
® 230yM  ——Lineal (230uM)

Figura 5.23. Aplicacién del modelo cinético de Monod para los datos de |a decoloracion del AA-113
empleando 230uM de DSAQ como mediador redox.
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En la tabla A-111.2 del anexo 3, se reportan los valores de la constante de afinidad (ks) vy
de la maxima tasa de decoloracion (gm), asi como los valores de los coeficientes de
correlacion (R?) obtenidos en el ajuste para cada concentracion de mediador redox

empleado en las pruebas confirmatorias de ambos compuestos de estudio.

Como se podréa observar, los coeficientes de correlacién de mayor valor corresponden a
las pruebas realizadas con las concentraciones Optimas de mediador redox, si bien,
estos no son tan cercanos a la unidad como los obtenidos con el modelo de orden uno,
pero existe, en términos numéricos, una diferencia mayor en relacion con los de menor

valor encontrado para este modelo.

Aunado a este hecho, se observa que las mismas pruebas poseen los valores mas
altos para las constantes ks y gm (ver anexo A-lll). Con esta informacion se confirma
una vez mas que las concentraciones de DSAQ empleado como mediador redox en la
decoloracion anaerobia de los colorantes azo NA-7 y AA-113 son 18 y 230uM

respectivamente.
5. 9. Discusion

Al realizar las pruebas iniciales con el colorante diazo (AA-113) e identificar los diversos
problemas técnicos que se presentaron, se pudo recurrir al adecuado montaje de una
técnica que permitiria mejorar la determinacion de su concentracion a cualquier nivel del
avance de la reaccion. Para el mono azo (NA-7), no se tuvieron inconvenientes en la
determinacion de la decoloracion, siguiendo la técnica sugerida por Fonseca (2002)
que, aunque él la aplico para un colorante disperso, funciond perfectamente para éste

que es un colorante acido.

Una vez satisfechos todos los requerimientos tanto técnicos como materiales y llevando
a cabo el estudio sobre la influencia que tiene el DSAQ como mediador redox en la
biotransformacién anaerobia de los dos colorantes tipo azo, se puede decir lo

siguiente:
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La reaccion de biotransformacion anaerobia se lleva a cabo alin en ausencia de DSAQ,
pero la velocidad de reaccion fue menor en comparacion con las reacciones en donde

se agrego el mediador redox.

En la biotransformacion del colorante NA-7, la concentracion de DSAQ que permite una
mayor velocidad de biotransformacion es la de 18 uM, esto se pudo comprobar de
manera adicional en los valores de las constantes cinéticas obtenidas para dichas

reacciones.

De igual manera, los valores de las constantes cinéticas indican que la concentracién
de DSAQ a la que la biotransformacion del AA-113 se lleva a cabo mas rapidamente es
a 230 pM, siendo ésta, una concentracion muy superior a la encontrada como 6ptima

para la decoloracion del colorante mono azo.

En las distintas pruebas de biotransformacién anaerobia que se llevaron a cabo, la
DSAQ tuvo una influencia positiva sobre la velocidad de reaccion incluso en
concentraciones extremas, sélo que esas concentraciones no fueron precisamente las
optimas para aplicarse en procesos en escala real ni en las condiciones a las que se

trabajo.

En cuanto a la interrogante que resultd del por qué para la decoloracion del NA-7 se
encuentra una concentracion optima de DSAQ (18uM) con un tiempo de
biotransformacién de entre 6 y 7 horas y para la del AA-113 (230uM) con mayor tiempo
de biotransformacion anaerobia (entre 36 y 37 horas), la respuesta puede estar basada
en los analisis reportados por Zimmermann et al. (1982) en su trabajo sobre

degradacion de colorantes azo y que a continuacion se enuncian.

La especificidad de la enzima azorreductasa puede jugar un papel importante para
determinar cual colorante azo es susceptible de ser atacado por las bacterias. Las
caracteristicas estructurales generalizadas que influyen en la eficiencia de decoloracion
son como a continuacion se enlistan Zimmermann et al.(1982):
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~ EIl grupo hidroxi en la posicion 2 del anillo naftol es un prerrequisito para que la
reaccion ocurra. EI NA-7 tiene contenido un grupo hidroxi en la posicion 2 del
anillo naftol, lo que facilita la reaccion de reduccion anaerobia, no asi el AA-113,
lo que lo hace menos susceptible para las bacterias.

~ Grupos cargados en proximidad a los grupos azo, obstaculizan la reaccion.

Ambos colorantes carecen de grupos cargados en posiciones aproximadas a los

grupos azo, pero el AA-113 tiene una estructura mucho mas compleja por tener

2 grupos azo y 2 anillos naftol uno sustituido y el otro no, lo que permite que el

atague microbiano sea aun mas complicado.

Un segundo sustituyente polar en la molécula del colorante, disminuye la

Y

afinidad para la enzima y con ello impide la reaccion. EI NA-7 tiene solamente
un primer sustituyente polar que no afecta al ataque microbiano. En cambio, el
AA-113 tiene un segundo sustituyente polar en uno de los anillos naftol, lo que
complica ain mas el ataque microbiano a la molécula de colorante.

Por otro lado, como ya se comentd en los espectrogramas analizados en el apartado
5.3, la desaparicion de los picos correspondientes a los colorantes y la aparicién de
nuevos picos correspondientes a cromoforos es la evidencia mas clara de la
biotransformacién anaerobia que se llevd a acabo durante las pruebas de decoloracion
de soluciones con NA-7 y AA-113. Como se comentd anteriormente, la identificacion de
las aminas aromaticas no se realizo para el presente estudio pues no formaron parte de
los alcances del proyecto, pero se considerd aceptado por las demostraciones hechas
por Cruz y Buitrén (2001).

En cuanto a los demas parametros determinados se puede comentar que en ambos
procesos el potencial redox disminuy¢ ligeramente conforme las reacciones de
decoloracion se llevaban a cabo, garantizando asi, condiciones reductoras para que la

reaccion continuara llevandose a cabo en condiciones anaerobias

Por su parte, el potencial de hidrégeno (pH) disminuyd ligeramente entre el inicio y el
final de las reacciones, esto se relaciona de manera directa a la produccion de AGV's

durante la biotransformacion anaerobia.
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Los sodlidos suspendidos volétiles (SSV) no se vieron modificados, esto debido a que se
llevé a cabo un proceso en condiciones netamente anaerobias, por lo que la produccion
de nuevas células fue minima. Aunado a esto, se puede agregar que los valores de
SSV se mantuvieron gracias a las muestras tomadas de manera perfectamente

homogénea.

Con los datos obtenidos durante las pruebas de decoloracién anaerobia del Na-7 y del
AA-113, se compararon 2 modelos cinéticos, el de primer orden y el relativo al modelo
de Monod. El comportamiento de las pruebas para ambos colorantes se apegd en
mayor medida a una cinética de primer orden. Al corroborar el comportamiento de la
constante cinetica respecto a la concentracion de DSAQ, se observa que la constante
de mayor valor para dichas pruebas son precisamente las que se refieren a las
concentraciones optimas de DSAQ para la decoloracién anaerobia de los compuestos

de estudio
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CONCLUSIONES

Dentro de las investigaciones realizadas con relaciéon a la influencia de los mediadores
redox para acelerar la biotransformacion anaerobia de xenobidticos, se tienen
reportados hasta antes del presente trabajo, resultados obtenidos de investigaciones
con colorantes mono azo u otros compuestos xenobidticos, de tal manera que uno de
los principales aportes de esta investigacion es precisamente el haber estudiado esa
influencia con un colorante di azo y asi poder compararla en las mismas condiciones

con la influencia para un colorante mono azo dentro de la misma investigacion.

Con lo obtenido en este proyecto de investigacion se puede decir lo siguiente:

» El compuesto himico modelo (DSAQ) tuvo una influencia positiva en las
reacciones de biotransformacion de los colorantes tipo azo, naranja acido 7 (NA-
7) y azul acido 113 (AA-113) ya que acelerd el proceso de decoloracion hasta en
un 77% para el NA-7 y cerca del 80% para el AA-113, ambos, en condiciones
anaerobias y con las concentraciones encontradas como optimas.

> Las técnicas analiticas implementadas en el presente estudio, fueron gran
utilidad y aporte para eliminar las diversas problematicas que surgieron
previamente a su montaje, ofreciendo total confiabilidad en los resultados

obtenidos.

» Las concentraciones optimas de DSAQ que se encontraron durante el presente
estudio son 18 pM para la decoloraciéon anaerobia de las soluciones con NA-7 y
alrededor de 230 uM para la decoloracién anaerobia de soluciones con AA-113,
esto se observa tanto en los comportamientos graficos en las pruebas de
decoloracién, como en los valores de las constantes cinéticas de dichas

reacciones.

» El orden de reaccion al que mejor se ajustan las cinéticas de decoloracion para

ambos compuestos evaluados fue el modelo de primer orden.
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» La disminucién en los valores de velocidad de reaccion de transformacion
anaerobia para ambos colorantes a concentraciones de DSAQ superiores a las
encontradas como o&ptimas, esta relacionada con algun tipo de inhibicién
competitiva, ya que a mayor concentracion del mediador redox, las velocidades

de transformacion de los colorantes disminuia.

» Las diferencias en tiempo y concentraciones 6ptimas de DSAQ para ambos
colorantes estudiados, estan relacionadas por un lado con los grupos azo
presentes en las estructuras de ambos colorantes y por otro, con la afinidad que
los microorganismos mostraron ante la presencia de uno u otro de los

compuestos
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Anexos
A-l

Tabla A-l.1. Datos de la decoloracion del NA-7 obtenidos en la prueba exploratoria No. 1, la concentracion de DSAQ esta indicada en micro moles por litro (uM).

T(h) opm 3uMm 5uM 8uM 10puM 13uM 15uM 18uM 20puM Testigo
0 25.274£0.012 | 25.37+0.023 25.1540.017 25.09+0.014 25.01+£0.011 25.08+0.019 25.03+£0.011 25.13+£0.026 25.11£0.018 25.10£0.008
5 19.9540.109 19.65+£0.027 17.48+0.022 17.22+0.031 16.2310.017 16.9810.028 17.22+0.033 3.96+0.031 4.48+0.023 25.03£0.027
10 15.83+0.141 16.11+£0.019 11.6540.031 10.17+0.028 8.23+0.021 9.21+0.044 9.1410.04 0 0 25.11£0.023
15 9.15+0.123 9.01+0.013 7.08+0.027 5.23+0.019 0 0 0 0 0 25.1740.021
20 4.1940.118 3.87+0.008 2.43+£0.004 1.67+0.003 0 0 0 0 0 25.06£0.015
25 1.97+0.103 0 0 0 0 0 0 0 0 25.05+0.012
30 0.09+0.009 0 0 0 0 0 0 0 0 25.1740.017
35 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25.14+0.019
40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25.19£0.013
50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25.11£0.014

Tabla A-l.2. Datos de Ia decoloracio

n del NA-7 obte

nidos en la prueba exploratoria

No. 2, la concentracion de' DSAQ esta indicada

en micro moles

por litro (uM).

T (h) OouM 10uM 12uM 15uM 18uM 20uM 23uM 25uM 28uM Testigo

0 [ 25.13+0.013 25.1£0.018 25.06£0.014 25.09+0.025 25.05£0.025 25.13+0.033 25.12+0.041 25.0410.036 25.1710.024 25.07+0.019

5| 19.8840.011 17.31£0.015 17.17£0.022 5.23+0.033 3.71£0.037 4.02+0.046 17.3340.52 15.03+£0.044 13.4+0.033 25.03+£0.020
10 | 15.7540.021 9.04+0.023 9.84+0.037 0 0 0 7.81+0.58 8.1940.051 9.3540.041 25.16+0.014
15 9.28+0.025 0 0 0 0 0 0 0 3.11£0.059 25.02+0.016
20 4.44+0.027 0 0 0 0 0 0 0 0 25.06+0.019
25 2.04+0.009 0 0 0 0 0 0 0 0 26.031£0.018
30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25.1710.017
35 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25.12+£0.015
40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25.1320.011
50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25.06+0.021

Tabla A-1.3. Datos de la decoloracion del NA-7 obtenidos en la prueba exploratoria No. 3, la concentracion de DSAQ esta indicada en micro moles por litro (uM).

T(h) 0uM 5uM 10uM 15uM 20uM 25uM 30uM 40uM 50uM Testigo
0 | 252720012 | 2537x001 | 2501x0009 | 2497+0006 | 25.11x0.008 | 25.08£0.019 | 2517£0.013 | 25 03%0.008 25.0820.02 25.17£0.022
5 [ 19.95:0.019 | 19.65¢0.018 | 151420013 | 111920010 | 12.030.023 | 16.03%0.026 | 14.83%0.017 | _ 15.03£0.013 13.430.016 25.03:0.018

10 | 15.83$0.022 | 16.110.023 82320011 0 0 9.21£0.030 7.8120.021 819:0.017 9.3520.015 25.09£0.020
15 9.16£0.02 | _ 90120021 0 0 0 0 1.1720.023 2.41£0.020 31120022 25170.021
20 | 4190026 | 3.87:0.015 0 0 0 0 0 0 0 25 13£0.019
25 | 1970034 | 0.86%0.005 0 0 0 0 0 0 0 2505£0.015
30 | 0.09%0.001 0 0 0 0 0 0 0 0 25.03£0.024
35 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25 14£0.027
40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 251920017
50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25 06£0.023
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Tabla A-l.4. Datos de la decoloracidn del NA-7 obtenidos en la prueba exploratoria No. 4, la concentracion de DSAQ esta indicada en micro moles por litro (uM).

h) 0pM 50uM 75uM 100pM 125uM 150uM 175uM 200uM 225uM Testigo
0 | 25.14%0.023 | 25130013 | 25040015 | 2506%0.018 | 25.17£0.019 | 25.1120.006 | 25.13£0.022 | 25.05£0005 | 25.15£0.013 | 25 .16£0.027
3| 218%0021 | 16.13+0.010 | 153620017 | 16.33£0.022 | 16.04£0025 | 16.1820.011 | 16.86£0.027 | 17.22+t0008 | 17.45:0.011 | 25 14%0.025
6 | 19.02£0.020 | 4.65:0.016 5220020 7.1120.024 718£0.029 | 10.92£0.014 | 12.03t0.032 | 11.94x0007 | 12.82£0014 | 25 1320.031
9 | 163120022 | 1410.019 2010026 2.03£0.028 4.02£0.032 7.34:0.016 9.3120.035 8.44:0.010 | 9.26$0.0019 | 25 09+0.028
12 | 13.91%0.025 0 0 0 1.6520.038 3.08:0.015 5 220,041 4.65£0.011 576:0.021 | 25 16£0.025
15 | 8.45:0028 0 0 0 0 0.76:0.014 1.2120.043 2.28:0.014 3.2120.026 | 25 13£0.022
18 | 4.84%0.031 0 0 0 0 0 0 0.78:0.019 1.09£0.030 | 25.09£0.026
21 | 30420033 0 0 0 0 0 0 0 0| 25.15:0.027
24 | 1.11%0.038 0 0 0 0 0 0 0 0| 2516£0.029
27 | 0610.036 0 0 0 0 0 0 0 0| 2511x0.024
30 0 0 0 0 0

Tabla A-l.5. Datos de la decoloracion del NA-7 obte

nidos en la prue

ba exploratoria

No. 5, la concentracion de DSAQ esta indicada

en micro moles

por litro (M)

08

(h) OopM 250uM 300uM 350uM 400uM 450uM 500uM 600uM 700uM Testigo
0 | 25.17+0.007 25.01+0.002 25.07+0.021 25.1740.011 25.1410.017 25.1110.021 25.134£0.019 25.1410.027 25.0910.008 25.01£0.011
3 | 21.25£0.009 15.23+0.006 15.76+0.023 16.9410.014 19.85+0.020 20.11+0.026 19.83+0.022 22.09+0.023 21.65+0.012 25.120.014
6 | 18.34+0.011 7.34+0.009 8.02+£0.027 8.54+0.010 15.50£0.019 15.8110.029 16.1910.025 18.3410.020 18.45+0.014 25.131£0.019
9 | 16.07£0.014 4.12+0.013 4.5910.030 4.0710.019 13.25+0.023 10.93+0.032 11.01£0.029 16.05+0.022 15.99+0.017 24.9810.015
12 | 14.21£0.017 1.67+0.015 1.71£0.029 1.1610.024 7.1310.026 6.01+0.034 6.1110.035 14.04+0.025 13.87+0.021 25.11£0.017
15 8.1240.015 0.22+0.019 0.26+0.035 0.26+0.018 2.1340.024 2.05£0.037 2.45+0.043 9.5610.029 9.0710.025 25.01£0.013
18 4.71+0.017 0 0 0 0.35+0.021 0.76+0.040 0.54+0.051 5.9810.033 5.2110.029 25.111£0.012
21 3.03+0.019 0 0 0 0 0 0 3.8710.037 3.31£0.033 25.14+0.018
24 1.25+0.020 0 0 0 0 0 0 1.78+0.039 1.29+0.039 25.07+0.015
27 0.9110.022 0 0 0 0 0 0 0 0 25.14£0.018
30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 23.031£0.019

Tabla A-1.6. Datos de la decoloracio

n del NA-7 obtenidos en la prue

ba exploratoria No. 6, la concentracion de DSAQ esta indicada

en micro moles

por litro (uM).

T(h) OopM 500uM 750uM 1000uM 1250uM 1500puM 1750uM 2000uM 2500uM Testigo
0 | 25.01+0.012 25.11£0.031 25.05+0.021 25.1£0.017 25.17+0.009 25.1920.005 25.08+0.012 25.034£0.034 25.1240.022 25.120.018
3 | 22.54+0.012 | 21.98+0.038 22.01£0.023 20.71£0.020 21.61+0.012 21.13+0.009 21.17£0.17 17.25+0.039 21.3840.030 25.1610.020
6 | 18.81+0.015 16.33+0.041 17.29+0.027 15.73+0.025 18.3410.016 18.2110.012 18.32+0.021 10.0210.047 18.3410.046 25.1140.021
9 | 15.86+0.018 11.28+0.047 12.3410.029 9.2110.028 16.05£0.021 15.77+0.014 16.05+0.025 3.0910.055 16.05+0.061 25.0910.020
12 | 13.04+0.021 6.391+0.055 7.02+0.033 2.82+0.030 13.31+0.028 13.87+0.019 13.21+0.029 0 13.22+0.070 25.1240.019
15 7.7740.020 3.13+0.061 3.88+1.038 0 9.32+0.033 9.07+0.022 8.88+0.033 0 7.9940.083 25.05£0.016
18 3.1410.024 0.8940.073 0.8+1.041 0 5.98+0.035 5.21+0.026 5.01£0.040 0 3.2710.088 25.03+0.009
21 2.01+0.023 0 0 0 2.97+0.040 3.31£0.034 2.940.045 0 0.5410.094 25.1£0.021
24 1.3410.027 0 0 0 0 0 0 0 0 25.1110.023
27 0.07+0.022 0 0 0 0 0 0 0 0 25.01+0.016
30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25.05+0.018
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Tabla A-l.7. Datos de la decoloracion del NA-7 obtenidos en la prueba exploratoria No. 7, la concentracion de DSAQ esta indicada en micro moles por litro

(HM).
T (h) 0uM 150M 18uM 20uM 22uM 25uM 500uM 1000uM 2000pM Testigo

0 | 25.1120.019 251£0035 | 2514+0023 | 25 0420.051 25.01:0.037 | 25.09:0.009 | 251630007 | 251520019 | 2503+0027 | 25.13%0.011
3| 2207:0026 | 182620046 4.02+0 041 48120073 | 17.76£0.042 | 16.36+0.021 21.98:0010 | 2129%0027 | 2119:0033 | 15.09+0.016
6 | 18710028 12 720055 0 0 80120058 827£0.042 | 16.33:0.016 17.9+0.034 | 18.45:0.040 | 2506%0.014
9 | 15.43%0.034 34520071 0 0 0 0 | 11280027 | 14.010.041 15.64%0.046 | 25.11x0.010
12 | 12.89+0.039 0 0 0 0 0 6.39:0.033 9.56:0.047 | 13.2130.053 |  25.08+0.021
15 | 8.01+0.045 0 0 0 0 0 3130039 5.810.055 8.64£0.059 | 2511x0.015
18 | 3960.059 0 0 0 0 0 0.890.048 3.120.060 2.25£0.066 | 25.10£0.014
21 | 1.99%0.067 0 0 0 0 0 0 1.05£0.066 0890078 | 25.13+0.017
24 | 0.36+0.071 0 0 0 0 0 0 0 0| 25.16£0.011
27 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 2507£0.013
30 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 25.09+0.011

Tabla A-1.8. Datos de Ia decoloracion del AA-113 obtenidos en la prueba exploratoria No. 1, la concentracion de DSAQ esta indicada en micro moles por

litro (uM).
T (d) ouM 3uM 5uM 8uM 10pM 13pM 15uM 18uM 20pM Testigo

0 | 25.01+0.006 25.16+0.011 25.11+0.009 25.054¢0.017 25.19+0.014 25.09+0.005 25.03+0.013 25.06+0.017 25.22+0.018 25.13+0.008
1| 22.1840.018 22.97+0.021 22.22+0.017 22.8740.022 23.44+0.022 23.1110.012 22.19+0.019 23.1210.013 23.16+0.012 25.25+0.022
2 | 19.1410.015 20.05+£0.017 19.67+0.026 18.99+0.027 19.1940.028 18.89+0.026 19.12+0.024 18.68+0.016 18.111£0.018 25.1£0.016
3 15.1940.017 16.11+£0.025 15.76+0.029 15.134£0.030 15.03+£0.033 14.67+0.032 14.9840.027 14.92+0.021 15.03+£0.025 25.01£0.014
4 | 11.55%0.022 12.38+0.031 12.16+0.024 12.54+0.036 12.34+0.039 11.9840.028 11.37+0.029 10.79+0.016 9.47+0.021 25.1140.021
{4 7.78+0.029 8.56+0.036 8.43+0.031 8.0110.041 7.511£0.045 7.7810.044 7.03+0.031 6.4440.023 6.25+0.027 25.10£0.015
6 4.21+0.031 6.02+0.038 5.311£0.042 5.1710.048 4.23+0.053 5.05+0.051 3.2810.034 3.21+0.014 4.2740.023 25.07+£0.018
7 2.16+0.034 4.07+0.042 3.29+0.038 4.4410.056 3.2+0.067 3.2140.053 2.91+0.039 2.8040.024 3.32+0.036 25.01£0.010
8 1.9+0.038 2.8810.049 2.2110.053 3.1940.062 2.47+0.075 2.29+0.067 2.1710.042 1.9140.028 2.2610.031 25.11+0.016
9 1.43+0.044 1.76+0.058 2.02+0.062 1.9840.074 1.76+0.087 1.77+0.073 1.7210.047 1.05+0.033 1.5410.045 24.85+0.017
10 1.37+0.051 1.06+0.066 1.27+0.075 1.22+0.079 1.3110.091 0.95+0.080 1.04£0.051 0.9110.056 1.02+0.057 25.1140.013

Tabla A-L.9. Datos de Ia decoloracion del AA-113

obtenidos en la pi

rueba exploratoria No.2, la concentracion de DSAQ e

sta indicada en m

icro moles por litro (uM).

T (d) Opm 5pm 10pm 15pm 20pm 25pum 30pm 40pm 50pum Testigo
0 [ 25.07+0.029 | 25.19+0.007 25.11£0.010 25.114£0.016 25.1740.012 25.04+0.009 25.170.011 25.01+0.016 24.99+0.021 25.11£0.012
1| 22.1120.023 | 22.35+0.014 23.41£0.012 22.07+0.021 22.81+0.022 22.90+0.012 23.1520.017 23.19£0.027 23.81+0.033 25.25+0.019
2 19.2+0.034 19.7540.012 19.13£0.019 18.9540.019 17.734£0.018 18.22+0.019 18.45+0.015 19.2110.021 18.83+0.019 24.98+0.027
3 | 15.33+0.038 15.8940.032 14.95+0.014 15.03+0.026 14.40£0.026 13.81+0.015 14.14+0.023 15.07+0.029 14.311£0.026 25.01£0.016
4 | 11.72+0.045 12.04+0.027 12.14+0.028 11.07+0.031 8.93+0.021 9.07+0.021 8.3120.029 8.13+0.032 9.70+0.031 25.11£0.012
5 7.97+0.056 8.03+0.029 7.33+0.026 6.81+0.038 5.69+0.029 4.74+0.027 3.97+0.033 3.23£0.040 2.93+0.037 25.10£0.019
6 4.01+0.067 5.24+0.038 4.41£0.036 3.59£0.037 3.21£0.037 3.17+0.038 2.17£0.030 1.78+0.051 1.83+0.042 25.07+0.015
7 2.2510.073 3.41+0.042 3.47+0.046 3.07£0.028 2.91£0.044 2.8440.045 2.03£0.039 1.30£0.058 1.2540.050 25.01+0.014
8 1.88+0.075 2.11+0.054 2.73+0.050 2.7740.030 2.6410.050 2.41+0.041 1.47+0.045 1.2340.072 0.93+0.044 25.11+0.011
9 1.44+0.091 1.95+0.048 1.85+0.047 1.9340.035 1.99+0.061 2.10£0.056 1.03+0.056 1.08+0.076 0.63+0.051 24.85+0.012
10 1.30+0.083 1.17+0.061 1.29+0.061 1.3440.037 1.40£0.066 1.31+0.060 0.99+0.063 0.8+0.088 0.25+0.062 25.0640.018
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Tabla A-|.1 0. Datos de la decoloracion del AA-113 obtenidos en la prueba exploratoria No. 3, la concentracion de DSAQ esta indicada en micro moles por litro (uM).

T (d) Opm 50um 75um 100pm 125pm 150pm 175um 200pm 225um Testigo
0 | 25.01+0.021 25.1420.012 24.98+0.013 25.160.010 25.1840.012 25.03+0.017 25.22+0.014 25.034£0.018 25.17+0.011 25.17+0.029
1| 23.01+0.025 19.71+£0.019 16.5410.019 13.85+£0.015 12.4840.019 11.92+0.025 11.26+0.022 11.01+0.030 10.9310.054 25.12+0.016
2 | 20.14£0.023 14.84+0.025 9.13+0.029 2.88+0.017 2.06+0.023 1.67+0.035 1.44+0.025 0.98+0.044 0 25.07+0.023
3 | 15.91+0.030 9.22+0.030 4.12+0.036 0.38+0.024 0.18+0.030 0 0 0 0 25.01+0.028
4 | 11.38+0.028 6.31+0.042 2.03+0.049 0.1410.021 0 0 0 0 0 24.98+0.019
5 8.81+0.033 2.85+0.051 0.14+0.054 0 0 0 0 0 0 25.13+0.023
6 4.53+£0.037 1.40+0.059 0 0 0 0 0 0 0 25.15+0.039
% 3.1040.044 0.35+0.074 0 0 0 0 0 0 0 25.07+0.026
8 2.49£0.052 0 0 0 0 0 0 0 0 25.19+0.020
9 1.95+£0.073 0 0 0 0 0 0 0 0 25.03+0.027
10 1.41+0.084 0 0 0 0 0 0 0 0 25.01+0.021

Tabla A-1.11. Datos de la decoloracién del AA-113 obtenidos en la prueba exploratoria No

. 4, la concentracion de DSAQ esta indicada en micro moles por

litro (UM).
T(d) Opm 100um 150pum 200um 250um 300um 350um 400pm 450um Testigo
0 | 25.11+0.012 25.16+0.019 25.03+0.017 25.1410.023 25.23+0.031 25.17+0.023 25.23+0.013 25.11+£0.025 25.16+0.021 25.2110.017
1 23.22+0.014 13.85+0.026 11.92+0.029 11.01+0.038 11.111£0.056 11.6810.019 12.87+0.022 11.94+0.033 12.54+0.028 25.0810.021
2 [ 20.09+0.020 2.88+0.038 1.67+0.045 0.98+0.057 0.98+0.077 2.77+0.045 3.9840.041 1.52+0.046 3.16+0.037 25.1740.027
3 15.73+0.023 0.38+0.051 0 0 0 0.38+0.068 0.78+0.069 0.12+0.060 0.15+0.049 25.15+0.024
4 | 11.08+0.021 0.14+0.067 0 0 0 0 0 0 0 25.1940.029
5 9.02+0.027 0 0 0 0 0 0 0 0 25.13+0.022
6 4.83+0.032 0 0 0 0 0 0 0 0 25.0940.019
7 3.614£0.048 0 0 0 0 0 0 0 0 25.1610.026
8 2.9910.056 0 0 0 0 0 0 0 0 25.11+0.018
9 1.68+0.067 0 0 0 0 0 0 0 0 25.03+0.015
10 | 1.14%0.079 0 0 0 0 0 0 0 0 25.1620.020
Tabla A-1.12. Datos de la decoloracion del AA-113 obtenidos en la prueba exploratoria No. 5, la concentracion de DSAQ esta indicada en micro moles por
litro (M).
T (d) Oum 200pm 250pm 500um 600um 700um 800um 900um 1000um Testigo
0 | 25.1440.012 25.11+0.017 25.23+0.016 25.17+0.025 25.07+0.031 25.01+0.008 25.09+0.014 25.1+£0.019 25.19+0.012 25.25+0.011
1 22.84+0.020 10.56+0.028 11.03+0.027 22.15+0.027 17.44+0.029 21.81+0.012 19.76+0.019 23.011£0.024 22.11+0.015 25.11+0.012
2 19.71+0.033 0.65+0.041 0.93+0.041 17.88+0.022 15.42+0.038 16.72+0.020 14.26+0.023 19.76+0.030 18.76+0.022 25.01+0.017
3 | 15.05+0.027 0 0 11.94+0.031 11.82+0.043 10.13+0.027 9.43+0.029 14.01+0.036 15.15+0.029 25.21+0.020
4 | 10.98+0.038 0 0 8.65+0.037 9.9110.049 7.49+0.031 6.13+0.032 10.01+0.043 10.19+0.037 25.13+0.015
5 7.011£0.052 0 0 4.2410.036 4.12+0.054 4.0110.040 3.65+0.038 5.13+0.051 6.2310.043 25.07+0.017
6 4.9710.062 0 0 2.17+0.048 1.7110.062 1.91+0.035 1.566+0.037 2.12+0.068 3.2110.050 25.1110.014
7 3.90+0.055 0 0 0.99+0.060 0.09+0.078 0.13+0.052 0 0 0.79+0.061 25.1740.014
8 3.34+0.077 0 0 0 0 0 0 0 0 25.134£0.011
9 1.19+0.080 0 0 0 0 0 0 0 0 25.11+0.013
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25.18+0.018

0DIX3\ 8P BWOUO)NY [BUOIOBN PEPISISAIUN

elaluabu| us opelbsod



soxauy

Tabla A-l.13. Datos de la decoloracion del AA-113 obtenidos en la prueba exploratoria No

. 6, la concentracion de DSAQ esta indicada en micro moles por

litro (uM).
T (d) Oum 500um 750pm 1000pm 1250pm 1500um 1750pm 2000pm 2500pm Testigo
0 | 251440.010 25.04+0.016 25.01+0.013 25.184+0.019 25.23+0.023 25.09+0.019 25.05+0.017 25.01+£0.022 25.15+0.010 25.1940.012
1| 22.12+0.014 22.15+0.019 21.81+0.015 22.11+0.028 22.18+0.028 23.1310.025 22.78+0.021 23.2610.029 22.8310.013 25.11+0.015
2 18.99+0.017 17.88+0.017 16.72+0.021 18.76+0.034 18.7+0.034 21.23+0.033 20.97+0.026 19.29+0.038 19.18+0.019 25.01+£0.013
3 | 15.25+0.022 11.94+0.028 10.13+0.026 15.15+0.044 15.0310.037 17.81+0.038 18.02+0.030 16.14+0.035 15.63+0.032 25.4£0.015
4 10.88+0.025 8.65+0.041 7.49+0.031 10.19+0.055 8.9540.043 14.1+0.044 15.22+0.034 13.12+0.041 12.4740.043 25.134£0.011
5 7.17+0.027 4.24+0.057 4.01+£0.036 6.23+0.060 3.93+0.049 8.1510.049 12.19+0.031 8.47+0.053 8.82+0.058 25.0710.017
6 5.02+£0.033 2.17+0.066 1.91+£0.042 3.21+0.061 0.91+0.056 2.1740.058 8.81+0.041 5.29+0.061 5.44+0.069 25.1110.014
7 3.84+0.042 0.99+0.075 0.13+0.066 0.79+0.069 0 0.8310.068 5.4410.048 3.3210.075 2.58+0.074 25.114£0.016
8 1.89+0.056 0 0 0 0 0 3.77+0.055 1.01+0.083 0.93+0.086 25.1310.018
9 0.78+0.070 0 0 0 0 0 1.23+0.963 0 0 25.11+0.012
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25.014£0.011

Tabla A-l.14. Datos de la decoloracion del AA-113 obtenidos en la prueba exploratoria No

. 7, la concentracion de DSAQ esta indicada en micro moles por

litro (uM).
T (d) Oum 150um 180pum 200pum 230pm 250pum 280pm 420pm 450pm Testigo
0 [ 25.05+0.029 25.17+0.019 25.27+0.015 25.06+0.017 25.23+0.022 25.111£0.012 25.1440.019 25.11+0.018 25.2910.022 25.0610.018
1] 22.91+0.035 11.74+0.033 10.78+0.027 10.45+0.035 7.98+0.041 10.26+0.018 11.72+0.033 12.45+0.031 13.4710.034 25.12+0.020
2 | 20.45+0.047 1.59+0.051 1.02+0.042 0.67+0.049 0 0.78+0.027 3.1440.051 0.97+0.028 3.08+0.041 25.07+0.014
3 | 16.01+0.059 0 0 0 0 0 0.87+0.042 0 0 25.01£0.016
4 | 12.0310.071 0 0 0 0 0 0 0 0 25.1510.021
5 9.22+0.066 0 0 0 0 0 0 0 0 25.09+0.017
6 5.091+0.078 0 0 0 0 0 0 0 0 25.0410.019
7 3.18+0.081 0 0 0 0 0 0 0 0 25.0740.013
8 2.34+0.085 0 0 0 0 0 0 0 0 25.11£0.011
9 1.58+0.089 0 0 0 0 0 0 0 0 25.1310.012
10 0.34+0.095 0 0 0 0 0 0 0 0 25.1240.018

Tabla A-1.15.

Datos de la decoloracion del AA-113 obtenidos en la prueba exploratoria No

. 8, la concentracion de DSAQ esta indicada en micro moles por

litro (UM).
T (d) OpM 210pM 220uM 230pM 240pM 250pM 410puM 430uM 440uM Testigo
0 | 25.1340.021 25.16x0.016 25.06+£0.019 25.17+0.024 25.01+0.029 24.88+0.031 25.1140.027 25.21+0.018 25.17+£0.017 25.1610.009
1 22.77+0.028 10.11+0.025 10.04+0.027 9.30£0.048 11.94+0.034 18.19+0.049 13.1610.037 10.15+0.034 13.4110.026 25.1410.012
2 | 20.83£0.035 0.68+0.032 0.55+0.043 0 3.1410.038 12.75+0.057 4.16+0.046 0 2.18+0.043 25.1740.010
3 | 16.0140.031 0 0 0 1.16+0.040 5.34+0.068 0 0 0 25.1210.017
4 | 11.44+0.042 0 0 0 0.89+0.056 1.1840.074 0 0 0 25.174£0.013
5 9.12+0.048 0 0 0 0 0 0 0 0 25.0910.012
6 5.02+0.055 0 0 0 0 0 0 0 0 25.1240.011
7 3.334+0.050 0 0 0 0 0 0 0 0 25.03£0.014
8 2.22+0.061 0 0 0 0 0 0 0 0 25.111£0.015
9 1.67+0.072 0 0 0 0 0 0 0 0 25.1710.011
10 0.48+0.077 0 0 0 0 0 0 0 0 25.1710.010
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Tabla A-1.16. Datos de la decoloracion del AA-113 obtenidos en la prueba exploratoria No. 9, la concentracion de DSAQ esta indicada en micro moles por
litro (uM).
T (d) Opm 225um 230pum 235um 240pm 420pm 425pm 430pm 435um Testigo
0 [ 25.01+0.018 25.04+0.010 25.07+0.023 25.09+0.019 25.11+0.016 25.04+0.019 25.12+0.017 25.22+0.023 25.19+0.016 25.09+0.012
1 22.45+0.023 10.35+0.043 9.05+0.048 10.114£0.045 10.18+0.021 13.011£0.034 12.0640.029 9.82+0.052 12.77+0.022 25.1£0.011
2 | 20.47+0.029 0.04+0.013 0 0.09+0.009 3.64+0.031 3.27+0.048 3.01+0.051 0 2.4110.049 25.11+£0.010
3 | 15.894+0.036 0 0 0 1.021+0.061 0 0 0 0 25.09+0.017
4 11.62+0.042 0 0 0 0.12+0.008 0 0 0 0 25.12+0.015
5 9.16+0.048 0 0 0 0 0 0 0 0 25.09+0.018
6 5.141£0.046 0 0 0 0 0 0 0 0 25.13+0.010
7 3.27+0.052 0 0 0 0 0 0 0 0 25.06+0.011
8 2.09+0.058 0 0 0 0 0 0 0 0 25.06+£0.015
9 1.2940.063 0 0 0 0 0 0 0 0 25.12+0.013
10 0.09+0.070 0 0 0 0 0 0 0 0 25.16+0.017
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A-ll

Tabla A-ll.1. Datos de la decoloracion del NA-7 obtenidos en la prueba confirmatoria, la concentracion de DSAQ esta indicada en micro moles por litro (uM).

T (h) ouM 15uM 16uM 17uM 18uM 19uM 20uM 21uM 24uM Testigo
0 | 25.1140.021 | 25.03+0.012 | 25.13+0.009 | 25.17+0.015 | 25.0540.010 | 25.19+0.016 | 24.97+0.022 | 25.06+0.020 | 25.11+0.018 | 25.01+0.014
1| 24.1940.022 23.82+0.02 | 23.724+0.012 | 21.34+0.021 | 20.83+0.014 | 21.51+0.020 | 23.17+0.026 | 23.83+0.027 | 23.82+0.026 | 25.13+0.012
2 | 23.01+0.019 22.014£0.02 | 21.6740.014 | 17.79+0.019 | 15.67+0.018 | 17.94+0.019 | 22.041+0.024 | 21.25+0.031 | 22.17+0.030 | 25.07+0.012
3| 21.73+0.017 21.6540.02 | 20.22+0.016 | 15.32+0.027 9.0740.025 | 15.5540.024 | 19.20+0.034 | 20.56+0.038 | 20.91+0.033 | 25.011+0.016
4 | 19.8340.025 20.04+0.02 | 18.01+0.015 | 11.88+0.033 5.93+0.029 | 11.47+0.028 | 15.73+0.039 | 18.7410.046 | 18.09+0.037 | 25.01+0.013
5 | 18.70+0.023 19.56410.02 | 16.22+0.017 9.02+0.037 2.82+0.032 7.3140.035 | 12.97+0.044 | 17.0710.050 | 16.88+0.034 | 25.09+0.014
6 | 17.94+0.027 17.8840.02 | 14.03+0.020 6.2310.041 0.3440.039 3.09+0.038 8.1740.047 | 14.73+0.056 | 15.36+0.041 | 25.0710.012
7 | 16.99+0.022 15.4340.02 | 11.54+0.025 3.8710.046 0 0.93+0.044 5.29+0.051 | 12.91+£0.048 | 13.1940.047 | 25.134£0.017
8 | 15.96+0.015 12.9840.02 8.96+0.023 1.04£0.045 0 0 3.03+0.066 | 10.85+0.057 | 11.07+0.050 | 25.08+0.011
9 | 15.20+0.026 11.6240.02 5.8240.029 0 0 0 0 8.65+0.063 9.8540.055 | 25.01+0.010
10 | 14.76+0.029 10.0240.02 2.61+0.032 0 0 0 0 7.21+0.067 8.07+0.061 | 25.03+0.014
11 | 13.99+0.031 8.84+0.02 0.83+0.035 0 0 0 0 4.12+0.070 6.8340.065 | 25.11+0.017
12 | 13.0140.025 6.79+0.02 0 0 0 0 0 2.75+0.061 5.954£0.069 | 25.07+0.015
13 | 10.95+0.028 4.22+0.02 0. 0 0 0 0 0.041+0.017 3.35+0.074 | 25.08+0.011
14 8.75+0.030 2.76+0.02 0 0 0 0 0 0 2.1840.060 | 25.20+0.019
15 7.21+0.033 0 0 0 0 0 0 0 1.09+0.054 | 25.15+0.011
16 6.9310.035 0 0 0 0 0 0 0 0 | 25.01£0.013
17 6.09+0.039 0 0 0 0 0 0 0 0 | 25.114£0.012
18 5.48+0.037 0 0 0 0 0 0 0 0 | 25.1340.017
19 4.87+0.038 0 0 0 0 0 0 0 0 | 25.0410.016
20 4.03+0.041 0 0 0 0 0 0 0 0 | 25.0740.012
21 3.6540.045 0 0 0 0 0 0 0 0 | 25.034+0.014
22 2.95+0.043 0 0 0 0 0 0 0 0 | 25.0840.016
23 2.3910.049 0 0 0 0 0 0 0 0 | 24.8940.013
24 2.06+0.050 0 0 0 0 0 0 0 0 | 25.03+0.014
25 1.561+0.055 0 0 0 0 0 0 0 0 | 24.9340.015
26 1.01+0.053 0 0 0 0 0 0 0 0 | 25.13+£0.011
27 0.90+0.038 0 0 0 0 0 0 0 0 | 25.02+0.009
28 0.0540.012 0 0 0 0 0 0 0 0 | 25.074£0.010
29 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | 25.1440.017
30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | 25.0940.012
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Tabla A-ll.2. Datos de la decoloracion del AA-113 obtenidos

en la prueba confirmatoria, la concentracion de DSAQ esta indicada en micro moles por litro

(M),
(h) OuM 228uM 229uM 230uM 231M 428uM 429uM 430pM 431pM Testigo
0 | 2517:0009 | 25130011 | 2511+0.018 | 25.09+0.021 | 250120017 | 25.16£0.026 | 2514+0.018 | 25.11£0.009 | 25.04£0.024 | 25.19:0.012
4 | 24.92+0010 | 234430015 | 22.96%0.023 | 21.67%0.018 | 23.09:0.020 | 23.43£0.022 | 23.79t0.014 | 22.45:0.012 | 22.78£0.027 | 25.110.016
8 | 2469:0013 | 1986:0017 | 193420029 | 17.19:0.023 | 2001$0.029 | 20.19£0.028 | 22.06x0016 | 19.87:0.014 | 19.43:0021 | 2501%0.013
12 | 24.28$0.010 | 18.580.021 17.02£0.034 | 12.92:0.029 | 18.44%0.031 | 18.9240.033 | 20.67£0.023 | 17.1920.019 | 18.59:0.033 | 25.10%0.021
16 | 23.89:0.016 | 15.83%0.024 | 13.21:0.037 8.7310.032 | 15.8520.045 | 17.03£0.037 | 18.45:0.028 | 152120025 | 16.76£0.045 | 25.08+0.014
20 | 23.34%0.012 | 12.04%0.029 9.78£0.042 52910.040 | 13.48:0.061 | 15.23:0.040 | 16.66£0.034 | 11.7320.029 | 14.79£0.060 | 25.070.019
24 | 22.0520.015 9.63£0.031 7.07£0.047 3.48:0.059 | 11.09:0.070 | 13.76£0.045 | 14.81%0.043 8.06£0.036 | 12.56%0.079 25.120.011
28 | 21.3330.019 7.4120.037 5.9120.050 1.65£0.064 9.73:0.074 | 11.12£0.049 |  13.02£0.047 51920.040 | 10.82%0.084 | 25.17x0.018
32 | 20.45:0.021 5.820.040 4.1620.056 1.02£0.077 7.5920.081 0.88£0.056 | _ 10.24%0.051 3.07£0.045 9.12£0.078 | _25.110.014
36 | 19.47%0.025 4.9120.046 2.9310.062 0.4620.082 5.82£0.088 7.7620.063 8.4520.057 2.1210.052 7.62£0.086 | 25.170.025
40 | 18.35£0.023 3.7720.051 1.68+0.069 0 3.2120.076 6.0620.078 6.22%0.062 1.76£0.058 5.95£0.091 | 25.14£0.011
44 | 17.9120.026 2.2210.054 1.23£0.073 0 1.790.069 4.45£0.080 5.0520.068 1.3420.067 4.4120.073 | 25.09£0.017
48 | 17.73%0.029 1.390.059 0.89£0.065 0 0.54£0.060 2.8120.076 3.6720.074 1.02£0.071 3.07£0.065 | 25.19£0.011
52 | 17.09:0.027 0.76£0.063 0 0 0 1.61£0.084 1.7320.064 0.670.079 2.26:0.071 | 25.1120.016
58 | 16.9520.032 0 0 0 1.03£0.089 0.970.067 0 1.54:0.064 | 25.0120.018
60 | 16.38+0.036 0 0 0 0 0.78%0.064 0 0 0.69:0.052 | 25.10£0.013
64 | 15.98+0.039 0 0 0 0 0 0 25.0820.010
68 | 15.07%0.035 0 0 0 0 0 0 0 0| 25.0720.011
72 | 14.34+0.033 0 0 0 0 0 0 0 0| 25.10#0.012
76 | 13.89:0.038 0 0 0 0 0 0 0 0 | 25.1720.019
80 | 13.7240.041 0 0 0 0 0 0 0 0 | 25.110.014
84 | 12.95:0.047 0 0 0 0 0 0 0 0| 25.17%0.016
88 | 12.53:0.042 0 0 0 0 0 0 0 0| 25.14£0.019
92 | 11.9520.044 0 0 0 0 0 0 0 0 | 250920014
96 | 11.28+0.049 0 0 0 0 0 0 0 0| 25.130.017
100 | 10.87+0.052 0 0 0 0 0 0 0 0 | 25.08%0.026
104 | 10.51%0.058 0 0 0 0 0 0 0 0| 25.05£0.022
108 | 10.1620.051 0 0 0 0 0 0 0 0| 25.110.011
112 9.810.056 0 0 0 0 0 0 0 0| 25.14%0.010
116 9.490.059 0 0 0 0 0 0 0 0| 25.1420.015
120 9.0410.062 0 0 0 0 0 0 0 0| 24.18£0.013
124 8.68+0.066 0 0 0 0 0 0 0 0| 25.1120.019
128 7.99+0.069 0 0 0 0 0 0 0 0| 2504%0.016
132 7.52+0.068 0 0 0 0 0 0 0 0| 25.0920.021
136 6.930.075 0 0 0 0 0 0 0 0 | 25.13%0.019
140 6.07£0.071 0 0 0 0 0 0 0 0| 25.18£0.012
144 5.02+0.078 0 0 0 0 0 0 0 0| 25.1620.011
148 4.61:0.074 0 0 0 0 0 0 0 0| 25.06£0.015
152 4.34+0.079 0 0 0 0 0 0 0 0| 25.1120.017
156 4.06:0.085 0 0 0 0 0 0 0 0 | 25.18£0.014
160 3.62+0.088 0 0 0 0 0 0 0 0 | 25.16£0.015
164 3.28+0.083 0 0 0 0 0 0 0 0| 250920010
168 3.090.088 0 0 0 0 0 0 0 0| 25150012
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Tabla A-lll.1. Valores de las constantes cinéticas (k) y coeficientes de correlacion (R’) obtenidas del ajuste al modelo cinético de orden cero

A-lll

para las pruebas confirmatorias de decoloracion del NA-7 y AA-113

Colorante DSAQ (uM) k (h7) R

0 0.1229 0.9306

15 0.1383 0.8746

16 0.2522 0.7775

17 0.3416 0.8610

Naranja Acido 7 18 0.6382 0.8467
19 0.4261 0.8485

20 0.2541 0.8911

21 0.2166 0.5557

24 0.1798 0.8769

0 0.0336 0.9911

228 0.2544 0.9434

229 0.2887 0.9727

230 0.4457 0.9609

Azul Acido 113 231 0.2658 0.8411
428 0.2258 0.9087

429 0.2075 0.8771

430 0.2981 0.9727

431 0.2123 0.9154
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Tabla A-lll.2. Valores de las constantes de velocidad media de decoloracion (ks), de la tasa maxima de decoloracion (qm) y los coeficientes de
correlacion (R?) obtenidos del ajuste al modelo cinético de Monod para las pruebas confirmatorias de decoloracion del NA-7 y AA-113.

Colorante DSAQ (uM) Ks/ qm 1/9m ks (mgl/L) Am R?
mg/L*h
0 1.4162 1.2926 1.0955 0.7736 0.1401
165% -- -- -- -- -
16 0.2967 0.4499 0.6594 2.2227 0.6745
17 0.3410 0.2964 1.1504 3.3738 0.9365
Naranja Acido 7 18** 0.4684 0.1802 2.5992 5.5493 0.9970
19 0.3812 0.2526 1.5090 3.9588 0.9419
20" e -- -- -- --
é1 0.4892 0.5326 0.91 84. 1.8775 0.9976
24 0.1712 0.6665 0.2568 1.5003 0.1228
(0 -- - -- -- --
228 2.5053 2.2053 1.1359 0.4534 0.7209
229 2.6966 2.4052 1.1209 0.4157 0.2612
230** 1.8998 1.7524 1.0840 0.5706 0.9577
Azul Acido 113 231 1.5100 1.8435 0.8190 0.5424 0.9128
428 2.0919 2.6062 0.8026 0.3837 0.3105
429 0.5397 2.5385 0.2125 0.3939 0.0343
430 3.5657 3.1186 1.1431 0.3206 0.3829
431 1.2604 2.6850 0.4693 0.3724 0.2296

“El modelo no se ajusto a los datos de éstas concentraciones de DSAQ

** Concentraciones de DSAQ a las cuales el modelo se ajusté en mejor forma
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