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RESUMEN

En el siguiente trabajo fue realizado un estudio para determinar la contribucion de los hongos
filamentosos en el aumento de la capacidad de eliminacion (CE) de compuestos organicos volatiles
(COVs) hidrofobicos en sistemas de biofiltracion, para ello fue utilizado n-hexano como compuesto
modelo y el hongo Fusarium solani como agente biologico. Para esto fue evaluado el crecimiento, los
cambios en la hidrofobicidad superficial y el coeficiente de particion de n-hexano (K). También fueron
estudiados los efectos de la fuente de carbono y tipo de medio de cultivo, utilizados para crecimiento,
sobre la morfologia de Fusarium solani, determinando alguno de sus parametros morfologicos. Finalmente,
fue desarrollado un modelo matematico y posteriormente verificado experimentalmente, el cual describe
el aporte de los hongos filamentosos a la transferencia de materia, aumento del area de transporte y CE.

Los estudios de crecimiento y los cambios generados en la hidrofobicidad superficial y en el
coeficiente de particion de n-hexano en Fusarium solani fueron realizados bajo diferentes condiciones de
cultivo y fuentes de carbono. Estos resultados muestran que el hongo llega a adaptarse a condiciones
hidrofobicas y que estos cambios podrian explicar la mayor CE de sustancias hidrofobicas por hongos en
biofiltros. Por ejemplo, fue encontrado un incremento del coeficiente de particion de n-hexano en biomasa
de hasta 200 veces en comparacion con agua (K= 42).

La determinacion de los parametros morfologicos fue realizada por analisis de imagenes en
microcultivos y cultivos en placas con agar. Los resultados mostraron que una fuente de carbono mas
hidrofobica y mas volatil modifica la morfologia de Fusarium solani, lo cual puede estar asociado con una
optimizacion asimilativa de ciertas fuentes de carbono.

Los estudios en columnas de biofiltracion entregaron los valores experimentales necesarios para la
validacion del modelo fenomenologico propuesto. Por otro lado, también fue estudiado el las columna de
biofiltracion el efecto de la utilizacion de diferentes fuentes de carbono en el tiempo de puesta en marcha
de biofiltros. Los resultados obtenidos, para el biofiltro control (sin utilizar una fuente de carbono
alternativa para crecimiento) muestran CE maxima de 225 g m > eacror h ', con una carga critica de 95 g m’
3 eactor N Los resultados indican que es factible acelerar la puesta en marcha de los biofiltros fangicos
utilizando fuentes de carbono mas biodegradables y de mayor bio-disponibilidad, existiendo efectos sobre
la particion y adaptacion a la biodegradacion de n-hexano.

El modelo matematico propuesto en este estudio, para el crecimiento de hongos filamentosos en
biofiltros de lecho fijo, describe el incremento en el area de transporte por el crecimiento de los micelios y
su relacion con la CE de n-hexano en estado cuasi-estacionario. Para el sistema descrito
matematicamente, fueron considerados cuatro procesos: (1) transferencia de materia del COVs en el seno

del gas, (2) transferencia de materia del COVs en la pelicula de gas alrededor del micelio, (3) transferencia
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de materia y reaccion de la fuente de nitrogeno asimilable a través de la elongacion del micelio y (4)
cinética de crecimiento miceliar. La verificacion experimental del modelo fue determinada con la CE de n-

hexano, variacion de concentracion a lo largo del biofiltro y caida de presion.
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INTRODUCCION

Los compuestos organicos volatiles (COVs) constituyen un amplio rango de sustancias olorosas y toxicas
que incluyen hidrocarburos, olefinas y aromaticos, entre otros. El efecto de estas sustancias en la salud
humana pasa desde simples nauseas hasta serios problemas respiratorios.

El control de COV y compuestos inorganicos volatiles (CIV) en la industria de procesos,
normalmente se ha focalizado en la aplicacion de tecnologias tradicionales. Estas se basan en las
propiedades fisicoquimicas de los compuestos que la constituyen. Las tecnologias fisicoquimicas abarcan
entre otras los absorbedores, los equipos de adsorcion, equipos de reduccion catalitica, equipos de
combustion, equipos de condensacion, entre otros. Sin embargo, desde algtin tiempo, se han desarrollado
otro tipo de tecnologias para el tratamiento de este tipo de residuos, entre ellas la biofiltracion, la
oxidacion ultravioleta, uso de membranas y el uso de corona plasma [Lewandowski y DeFilippi, 1998;

Chang y Lu, 2003].

Para nuestro caso, la tecnologia de interés es la biofiltracion de gases. La biofiltracion esta basada
en las propiedades que los compuestos contaminantes ofrecen para el desarrollo de algunos
microorganismos que se encuentran adheridos a un soporte formando biopeliculas, en donde el
contaminante es transportado para luego ser biodegradado.

Desde principios del siglo XX, los sistemas de tratamiento biologico han sido aplicados,
principalmente, a residuos solidos y liquidos. Sin embargo, tras la necesidad de desarrollar una alternativa
rentable para el control de emisiones gaseosas, este tipo de tecnologias se extendio al tratamiento de gases
[Devinny et al., 1999].

En los primeros afios, la biofiltracion de gases era una técnica que se aplicaba principalmente al
tratamiento de olores generados por compuestos azufrados, amoniaco y mercaptanos [Kennes et al., 1996],
sin embargo, hoy en dia su aplicacion se ha extendido a la mayoria de los contaminantes gaseosos
emitidos por las distintas actividades industriales desarrolladas en el ambito mundial.

Actualmente, existen numerosas empresas dedicadas al disefio, construccion y operacion de
sistemas de biofiltracion a escala industrial. Reportes de finales de la década del 1990 indicaban que tan
solo en Alemania y en los Paises Bajos se encontraban mas de 500 biofiltros instalados a escala industrial,
aumentando cada ano para diversas aplicaciones.

Los sistemas de biofiltracion, al igual que los sistemas fisico-quimicos, poseen una serie de
ventajas y desventajas en su utilizacion. Las principales ventajas, al ser comparado con otros métodos de
control de emisiones son los bajos costos de inversion, costos activos y de mantenimiento bajos, costos de
operacion generalmente bajos para el tratamiento de grandes volumenes de gases con bajas

concentraciones de contaminantes, altas eficiencias de degradacion en el tratamiento de muchos
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contaminantes, pudiéndose tratar efectivamente mezclas de COV y CIV. Una de sus principales ventajas
es su alta aceptacion publica como un proceso natural y dependiendo del tipo de contaminante tiene
carencia de contaminantes secundarios. Por otro lado, las principales desventajas de la biofiltracion son la
lenta aclimatacion de la flora microbiana que puede tomar semanas o meses, el proceso es sensible a
temperaturas altas y bajas, asi como a fluctuaciones en las concentraciones.

Normalmente los sistemas de biofiltracion trabajan limitados por transporte, dada la naturaleza
de los reactores y de los contaminantes a eliminar, por lo tanto si es posible disminuir las barreras que
generan estas limitaciones, por ejemplo aumentando del area de transporte y la bio-disponibilidad del
contaminante en la fase biologica (menor coeficiente de particion), es posible aumentar su capacidad de
eliminacion. Entonces, la utilizacion de hongos filamentosos como agentes biologicos en sistemas de
biofiltracion, es una alternativa para la disminucion de estas limitaciones, debido a las caracteristicas
hidrofobicas de su pared celular (presencia de proteinas hidrofobinas) y al crecimiento filamentoso que
aumenta el area de contacto para transporte de los contaminantes desde la fase gaseosa a la biologica.

Es por esto ultimo, que conocer y estudiar a los hongos filamentosos como agentes biologicos en

sistemas de biofiltracion es de gran interés.
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Capitulo Uno Antecedentes

CAPITULO UNO

ANTECEDENTES

“Los conceptos y principios fundamentales de la
ciencia son invenciones libres del espiritu humano” A. Einstein.

Actualmente existe un importante ntumero de tecnologias para el control de emisiones de compuestos
organicos volatiles (COV), tales como: incineracion, oxidacion catalitica, adsorcion con carbon activo,
entre otras. Estas son tecnologias bien establecidas, sin embargo presentan algunas desventajas como
mayores costos de operacion cuando se trabaja con altos flujos de aire y baja concentracion de
contaminante [Lewandowski y DeFilippi, 1998], como es el caso de los problemas de olores. Estas
limitaciones, combinadas con las regulaciones medioambientales mas estrictas y un aumento del
conocimiento publico, han motivado los esfuerzos de la investigacion para desarrollar nuevos métodos
para el tratamiento de COV. La biofiltracion, oxidacion ultravioleta, uso de membranas y uso de corona
plasma para la destruccion de COV son algunos de los nuevos métodos desarrollados durante los altimos
anos. La biofiltracion se refiere a la oxidacion de vapores de COV por microorganismos inmovilizados a un
soporte. Los constituyentes del gas de salida de este tipo de biorreactor son principalmente productos
propios de la actividad microbiana como biomasa, CO, y agua [Ottengraf y van den Oever, 1983].

La biofiltracion no es realmente una nueva idea, esta fue originada en Europa y uno de los
primeros trabajos publicados fue dado a conocer por Simon Ottengraf [Ottengraf y van den Oever, 1983].
La biofiltracion a sido utilizada por anos, especialmente en Europa, para la eliminacion de compuestos

olorosos, como compuestos organicos e inorganicos volatiles, de corrientes de aire [Pomeroy, 1982; Bohn y

Bohn, 1988; Leson y Winer, 1991; Bohn, 1992].
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Capitulo Uno Antecedentes

1.1 BIOFILTRACION DE COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES (COV)

El interés en el uso de la biofiltracion tiene entre sus factores importantes el bajo requerimiento
energético, no utiliza sustancias peligrosas para su operacion, no requiere condiciones de operacion
extremas, el contaminante es destruido y no solo transferido de fase [Lewandowski y DeFilippi, 1998;
Deeb y Alvarez-Cohen, 1999; Mirpuri et al., 1997].

Existen diferentes configuraciones de sistemas de tratamiento biologico de gases, entre ellas, los
biofiltros de lecho fijo, los biolavadores y los biofiltros de lecho escurrido (columnas de escurrimiento)
[Schroeder, 2002; Devinny et al., 1999].

Biofiltros de lecho fijo. El aire contaminado pasa a través de los macroporos del material filtrante
(organico o sintético), en el cual se desarrollan los microorganismos (Figura 1.1). Los contaminantes se
transfieren a una biopelicula adherida al soporte, en donde es biodegradado por los microorganismos. En
este tipo de biorreactores la ausencia de una fase acuosa movil lo transforma en el principal sistema para el
tratamiento de contaminantes muy poco solubles en agua [Devinny et al., 1999; Lewandowski y DeFilippi,
1998; Auria et al., 2000].

Biofiltro de lecho escurrido. Consiste en una columna rellena de un empaque inerte, sobre el cual
se desarrolla una biopelicula, con una fase liquida continua [Kennes y Thalasso, 1998]. La actividad de la
biopelicula es mantenida haciendo circular una solucion rica en nutrientes sobre el soporte con la
biopelicula adherida [Kiared et al., 1997; Pol et al., 1998]. El gas contaminante es absorbido en el liquido y
luego biodegradado por los microorganismos (Figura 1.2) [Weber y Hartmans, 1996].

Biolavadores: En este tipo de reactores el contaminante es eliminado de la fase gaseosa mediante
un liquido de recirculacion proveniente de un biorreactor de mezcla completa. En esta operacion al hacer
fluir el gas a contracorriente a través del liquido, los contaminantes y el oxigeno son absorbidos.
Posteriormente el liquido con el contaminante y el oxigeno disuelto es alimentado a un biorreactor
agitado de mezcla completa en donde los microorganismos degradan al contaminante (Figura 1.3)
[Devinny et al, 1999; Schroeder, 2002]. Los biolavadores son adecuados para el tratamiento de
compuestos muy solubles en agua.

En la Tabla 1.1 se resumen las principales caracteristicas de los tres tipos de tratamiento biologico

de gases antes indicados.

Tabla 1.1 Caracteristicas operacionales de los diferentes tipos de tratamiento biologico de gases
[Ottengraf, 1986].

Tipo Fase movil Soporte Biomasa activa
Biolavador Liquido y Gas Ninguno Dispersa
Biofiltro de lecho escurrido Liquido y Gas Sintético Inmovilizada
Biofiltro de lecho fijo Gas Organico / Sintético Inmovilizada
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Aire tratado

Aire tratado

Suplemento
de humedad

Seccién empaque

Seccién empaque

Soplador

Gas
contaminado

Humidificador

de aire Drenaje \VA

Sistema de reciclaje
de nutrientes y buffer

Gas contaminado
Purga
Soplador Bomba

Figura 1.1 Esquema biofiltro de lecho fijo Figura 1.2 Esquema biofiltro de lecho escurrido.

Aire tratado

Seccion empaque

Nutrientes y
buffer

Soplador

Gas
contaminado

Sistema de reciclaje
de nutrientes y buffer

Purga

Figura 1.3 Esquema biolavador

1.1.1 Factores que afectan la biofiltracion

Ademas de las propiedades intrinsecas de los microorganismos, la actividad biologica es afectada

fuertemente por factores ambientales. Por ejemplo, la presencia de agua es fundamental para la actividad

biologica. El pH, la temperatura, la disponibilidad de oxigeno, cantidad de nutrientes y tipo de soporte

también afectan la actividad biologica. A continuacion se describen brevemente algunos de estos factores.
Microorganismos. En estudios de biofiltracion se han utilizado cultivos puros y consorcios

microbianos [Kleinheinz y Bagley, 1998; Spigno et al., 2003; Auria et al., 2000; Vinarov et al., 2002; Choi y

Oh, 2002; Schroeder, 2002]. La seleccion del o los microorganismos que se utilizan depende,

AO. Vergara-Fernandez



Capitulo Uno Antecedentes

principalmente, de la naturaleza del contaminante y de las caracteristicas biologicas del microorganismo.
Entre los microorganismos mas comunes utilizados en biofiltracion se encuentran las bacterias y los

hongos. En la Tabla 1.2 se presentan algunas de las especies puras utilizadas en estudios de biofiltracion.

Tabla 1.2 Microorganismos utilizados en estudios de biofiltracion de COVs

Bacterias Hongos
1 Pseudomonas putida A Aspergillus Niger
2 Alcaligenes sp. B Scedosporium apiospermun TBI
3 Bacillus sp. C  Cladosporium sp
4 Pseudomonas fluorescens | D Fusarium solani
5  Candidautilis E  Trichosporon veenhuisii
6 Micromonosporavulgaris |F  Graphiumsp
7 Rhodococcus rhodochrous | G Exofiala sp.
8  Methylocystis parvus H  Paecilomyces
9 Thiobacillus sp I Penicillium spp

Fuente: [Kleinheinz y Bagley, 1998; Spigno et al., 2003; Garcia-Pena, et al., 2001; Auria et al., 2000; Woertz
et al., 2001, Kennes y Veiga, 2004 ]

Material de empaque: La eleccion del material de empaque para el tratamiento de COV se basa
en sus caracteristicas fisicas y mecanicas: estructura, fraccion de vacio, area especifica, resistencia al flujo,
porosidad, granulometria, densidad, capacidad de retencion de agua, capacidad de adsorcion y
compactacion [Chang y Lu, 2003]. Otras caracteristicas importantes que este material debe presentar son
un bajo costo, facil disponibilidad y buena estabilidad en el tiempo [Bibeau et al., 1997; Lewandowski y
DeFilippi, 1998].

Algunos de los soportes utilizados en este tipo de biorreactores son: tierra de diatomeas, turba,
perlitas, vermiculita — carbon activado y compostas, entre otros [Hwang y Tang, 1997; Auria et al., 2000,
Jorio et al., 2000; van Groenestijn y Liu, 2002; Garcia-Pefa et al., 2001].

Contenido de humedad: En un proceso biologico, la actividad no puede ocurrir en ausencia de
agua. Los principales factores que producen la disminucion de humedad en el lecho son: temperatura,
humedad de entrada del gas y calor metabolico [Morales et al., 2003].

Algunos equipos de tratamiento biologico de gases, como los biofiltros de lecho escurrido o
biolavadores, poseen una fase liquida movil, por lo tanto, no presentan problemas de humedad durante su
funcionamiento. Sin embargo, los biofiltros de lecho fijo no poseen esa fase liquida movil, por lo que es
necesario un sistema de humidificacion previo [Lewandowski y DeFilippi, 1998]. Por otro lado, un
aumento excesivo de agua puede disminuir la superficie de contacto entre el aire y la biopelicula,
generando zonas anaerobias producto de la dificultad de transferir oxigeno. Un bajo contenido de
humedad puede generar canalizaciones del lecho filtrante y reducir la actividad metabolica.

PH: Las condiciones de pH requeridas en el funcionamiento de sistema de tratamiento biologico

de gases estan en el rango de 6 a 8 [Lewandowski y DeFilippi, 1998]. Sin embargo, existen numerosos
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procesos biologicos que generan productos acidos, basicos o inhibitorios, tal como los reportados en el
tratamiento de compuestos clorados, sulfuro de hidrogeno, sulfito de metilo, amonio, etc. [Shoda, 1991,
Ergas et al., 1994; Kennes et al., 1996; Chung et al., 1997]. Para algunos COV también se han obtenido altas
eficiencias de eliminacion bajo condiciones acidas como resultado del crecimiento fangico o de bacterias
extremofilas [Garcia-Pefia et al., 2001].

Disponibilidad de nutrientes: Solo la presencia de la fuente de carbono y energia no es suficiente
para la actividad biologica. Los microorganismos necesitan de una serie de nutrientes esenciales para su
desarrollo, siendo los principales macro-nutrientes fosforo, nitrogeno y azufre, ademas de otros micro-
nutrientes. La adicion de estos compuestos estimula el crecimiento de la poblacion natural [Levin y Gealt,

1997].

1.1.2 Contaminantes gaseosos tratados por sistemas de tratamiento biologico

Las principales caracteristicas que el gas contaminante debe presentar para el éxito de su tratamiento
utilizando un sistema biologico, son su alta biodegradabilidad y baja toxicidad. La mayor efectividad de
este tipo de sistemas se obtiene cuando el contaminante presenta un bajo peso molecular, alta solubilidad
y una estructura simple. Los compuestos que presentan una estructura mas compleja, requieren mayor
energia para ser degradados [Devinny et al., 1999]. La Tabla 1.3 muestra algunos de los compuestos que

han sido eliminados por sistemas de tratamiento biologico.

Tabla 1.3 Ejemplo de compuestos tratados por sistemas de tratamiento biologico y su relacion con los

microorganismos utilizados (Tabla 1.2) [adaptado de Swanson y Loehr, 1997; Kennes y Veiga, 2004]

Acetona (3) Formaldehido (H)
Amonio (1) Hexano (A, D)

Benceno (1, 2,7) Metanol (H)

Butanol (1, 3) Metil etil cetona (1, 3)
Dimetil disulfuro (9) Metano (8)

Dietil eter (F) Metil mercaptano (9)
Dimetil sulfuro (9) Metil tert-butil eter (D, F)
Dioxido de nitrogeno (G) ~ Oxido de nitrogeno (G)
Etanol (5) Pentano (D)

Etilbeceno (7) Sulfuro de hidrogeno (1, 9)
Estireno (G) Tolueno (1,2,4,7,B,C)
Fenol (E, I) Xileno (2,4,7)

1.2 ALCANOS (n-Hexano): PROPIEDADES Y BIODEGRADACION

1.2.1 Propiedades del n-hexano

Los alcanos son hidrocarburos que contienen atomos de carbono e hidrogeno, cuyos atomos de carbono
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estan unidos en cadenas abiertas simples [Card, 1998]. Los alcanos que contienen de uno a cuatro atomos
de carbono son gases a presion y temperatura ambiente, siendo estos los mas importantes desde el punto
de vista de la contaminacion atmosférica, ya que favorecen las reacciones fotoquimicas. Los alcanos
pueden ser representados en forma general con la formula C,H,,.,, donde n es el namero de atomos de
carbono.

El n-hexano es un hidrocarburo hidrofobico y es producido en el proceso de destilacion del
petroleo, siendo usado como solvente en maltiples industrias. De mucha importancia son las emisiones de
n-hexano al aire, ya que la mezcla de n-hexano/aire puede ser explosiva si se llega al limite de explosividad
situado en 1.1y 7.5% en volumen. En la Tabla 1.4 se muestran algunas propiedades fisico-quimicas y
biologicas de n-hexano. La inhalacion de los vapores de n-hexano puede causar dolor de cabeza, nauseas,
vomito, desvanecimiento, somnolencia, irritacion del tracto respiratorio, narcosis y pérdida de la
conciencia. El contacto con la piel o los ojos, puede provocar irritacion, ademas, tiene un efecto
desengrasante en la piel, produciendo sequedad [Forts y Conroy, 1998]. Segtin la NIOSH [Instituto
Nacional de Salud y Seguridad Ocupacional de E.U. 2004], el limite de exposicion ocupacional

(exposicion de 8 horas) recomendado para n-hexano es de 50 ppm.

Tabla 1.4 Propiedades fisico-quimicas del n-hexano [adaptado de Card, 1998]

Propiedad Valor Unidad
Formula molecular n-Hexano CeHyy —

Peso molecular 86.2 g gmol”
Densidad 0.66 gem”
Presion de vapor a 25°C 150 mmHg
Constante de Henry (en agua) 0.768 atm mol™’ m’
Coeficiente de difusion acuosa 7.8x10°  cm’s?
Coeficiente de difusion en aire 0.2 cm?s?
Punto de ebullicion 69 °C
Coeficiente de particion octanol/agua, base log; 2727 ---

1.2.2 Biodegradacion aerobia de n-hexano

La capacidad de biodegradacion de los alcanos, es una de las principales caracteristicas a considerar al
momento de utilizar un biofiltro para su eliminacion. Son muchos microorganismos que en el ambiente
pueden utilizar n-alcanos como tnica fuente de carbono y energia. Segtin van Beilen et al. [2003] los
alcanos son usualmente considerados como el tipo de hidrocarburo mas facilmente biodegradable. La
biodegradacion de alcanos (n-hexano) ocurre con una alta demanda biologica de oxigeno, utilizando una
de las dos rutas que se muestran en la Figura 1.4. La mas comun de las dos rutas metabdlicas, es la
incorporacion directa de un atomo de oxigeno, en uno de los tltimos carbonos del alcano por una enzima
monoxigenasa ubicada en la membrana celular [van Beilen et al., 2003, Berthe-Corti y Fetzner, 2002 y

Maier et al., 2000]. Esto tiene como resultado la formacion de un alcohol primario (hexanol). En forma
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alternativa, una enzima dioxigenasa puede incorporar ambos atomos de oxigeno en el alcano formando un
hidroperoxido. El resultado final de ambas rutas metabolicas es la formacion de un acido graso primario.

Los acidos grasos son metabolitos comunes en todas las células. Ellos son utilizados en la sintesis
de fosfolipidos de la membrana celular y lipidos como material de almacenamiento. La ruta metabolica
mas conocida de los acidos grasos es la B-oxidacion en donde dos carbonos son extraidos. Estos dos
carbonos son extraidos por una coenzima A, la acetil-CoA, donde luego ingresan al ciclo del acido
tricarboxilico para completar la mineralizacion a CO, y H,O. Parte de los acidos grasos formados también
pueden seguir otras rutas para la formacion de proteinas, lipidos y carbohidratos [Berthe-Corti y Fetzner,
2002].

En la Tabla 1.5 se muestra un ejemplo de velocidades de degradacion aerobia de diferentes clases
de alcanos utilizando consorcios microbianos en columnas durante 23 dias de operacion y experimentos

en lotes.

Tabla 1.5 Degradacion de diferentes clases de alcanos para experimentos en columnas y por lotes
[adaptado de Hohener et al., 2003]

Compuesto Columna en 23 dias Lotes
Vdegradaci(’)n [g gElbiomasa dl] Vdegradaci()n [g g-lbiomasa d-l]

n-Pentano <0.01 0.42
n-Hexano 0.26 0.92
n-Octano 5.0 10.6

n-Decano 13.5

Metilciclopentano 0.1 0.52
Metilciclohexano 0.16 0.55
Ciclohexano 0.07 0.43
Iso-octano 0.09 0.36

1.3 SOLUBILIDAD DE LOS CONTAMINANTES GASEOSOS

La relacion de equilibrio para un sistema gas-liquido, para componentes a bajas concentraciones,
usualmente obedece a la ley de Henry, la cual es una relacion lineal entre la concentracion del gas de
interés en fase gaseosa (presion parcial), y la concentracion en equilibrio en la fase liquida. Esta ley de

Henry para el equilibrio gas-liquido puede ser descrita por la siguiente ecuacion:

C, = HC, (L)

Donde, C,; es la concentracion del COV en fase gaseosa, [g m'g]; Ciji es la concentracion del COV
en la fase liquida, [gm™] y H; es la constante de Henry, adimensional.

Una sustancia es considerada como soluble, segtn la ley de Henry, si posee una valor de H; bajo
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0.01 y si el valor es superior, la sustancia es considerada poco soluble en agua [Revah y Morgan-
Sagastume, 2005]. Entonces mientras mayor sea el valor de la constante de Henry mas hidrofobica sera la
sustancia. El coeficiente de la ley de Henry, se encuentra en diferentes unidades, dependiendo de la unidad
elegida de la concentracion de la sustancia. La Tabla 1.6 muestra las constantes de Henry adimensionales

(H;) de varios compuestos.

Tabla 1.6 Coeficiente de Henry para diferentes COVs en agua a 25 © C (adaptado de Schroeder, 2002)

Compuesto Coeficiente de Henry (adimensional)

Hidrofobicos

n-Hexano 56.0

Tolueno 0.256

Benceno 0.227

Diclorometano 0.105

Metil tert butyl eter 0.033

Acetona 0.015
Hidrofilicos

Metil etil cetona 0.00282

Metanol 0.000186

Etanol 0.000213

La presencia de biomasa, polimeros extracelulares, productos, etc. generan un cambio en la
constante de Henry, transformandose esta en una constante de Henry aparente o en forma mas general en
un coeficiente de particion. Esto debido a que la constante de Henry se encuentra definida para el
equilibrio existente entre un gas y el liquido, sin embargo para el caso de una suspension de
microorganismos o incluso para el equilibrio directo entre el gas y la biomasa es mas correcto utilizar un
coeficiente de particion entre ambas fases, ya sea liquida, solida y gaseosa, debido a que la constante de
Henry aire/agua no cambia. La informacion de la constante de Henry en este caso solo es utilizada como
referencia para establecer el cambio generado en la reparticion de la concentracion del gas cuando esta
presente la biomasa.

Por lo general, con este cambio se ve favorecida la particion de los compuestos mas hidrofobicos
hacia la fase en presencia de microorganismos [Davison et al., 2000]. Esta caracteristica se ve acentuada en
el caso de utilizar hongos filamentosos, debido a las caracteristicas hidrofobicas de éste, por lo tanto para
estos casos sera utilizado el coeficiente de particion aire/hongo en lugar de la constante de Henry.

El transporte desde la fase gaseosa de un COVs a una fase acuosa es unos de los procesos
dominantes en un sistema de biofiltracion. En sistemas de biofiltracion tradicionalmente se ha utilizado
para relacionar la concentracion en la fase gaseosa con la concentracion en fase liquida a la constante de
Henry. Por otro lado, generalmente es aceptado que los biofiltros son posibles de ser utilizados para la
eliminacion de COVs con una constante de Henry moderadamente baja [De Header et al, 1994;

Deshusses y Jonson, 2000].

AO. Vergara-Fernandez _



Capitulo Uno Antecedentes

Deshusses y Johnson [2000] investigaron la capacidad de eliminacion de 18 COVs, con una amplia
gama de constantes de Henry, utilizando biofiltros durante 48 horas para cada compuesto. Ellos
concluyeron que la biodegradacion de estos COVs en biofiltros esta fuertemente influenciada por su
disponibilidad o por las constantes de Henry. Sin embargo, hasta el momento no se han publicado
estudios experimentales a largo plazo y mas detallados del efecto de la constante de Henry en la eficacia
de eliminacion de COVs en biofiltros. Estudios anteriores también han sugerido que la transferencia de
sustratos en fase gaseosa a una biopelicula no puede ser limitada por la fase acuosa, esto debido a que el
transporte de los compuestos en fase gaseosa hacia la biopelicula puede ocurrir directamente por
presencia de estructuras areas [Rihn et al., 1997; Zhu et al., 2001].

Otra idea importante relacionada con el efecto de la constante de Henry es la limitacion de
oxigeno (O,), la cual puede ocurrir en biofiltros utilizados para eliminar COVs con bajos valores de la
constante de Henry (compuestos hidrofilicos), debido a su mayor presencia en la fase acuosa y
biopeliculas. Kirchner et al. [1992] encontraron la velocidad de difusion de O, para que no exista
limitacion en la biopelicula, variando el contenido de O, del gas de entrada para tratar dos COVs
hidrofilicos (acetona y propionaldeido). Sin embargo, la limitacion O, no ha sido observada comtnmente

en estudios y operaciones de biofiltros [Zhu et al., 2004].

1.4 MODELADO DE BIOFILTROS

Debido a la complejidad del sistema, dada por la diversidad de poblaciones microbianas que pueden
establecerse y a la inherente heterogeneidad del sistema, los biofiltros de lecho fijo son dificiles de
modelar. El modelado de estos sistemas envuelven pasos fisicos y bioquimicos, flujo de fluidos y difusion,
propiedades de comunidades microbianas y materiales (soporte s6lido), la prediccion del area y el espesor
activo de la biopelicula, entre otros [Alonso et al., 2000; Bibeau et al., 2000].

A continuacion se presenta una revision historica de los modelos desarrollados para biofiltros de
lecho fijo para la eliminacion de COVs. Se muestra como estos han crecido en complejidad y en la manera
mas detallada de explicar los fenomenos que se encuentran involucrados en el reactor.

Uno de los primeros modelos para biofiltros de lecho fijo fue presentado por Ottengraf y van der
Oever [1983], ellos desarrollaron las ecuaciones diferenciales en estado estacionario que definen la
variacion de la concentracion en la biopelicula y a lo largo de la columna del biofiltro para obtener la
cantidad de contaminante biodegradado en el biofiltro, utilizando una cinética de primer orden y de orden

Cero.
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Figura 1.4 Mecanismo de biodegradacion de n-hexano (adaptado de van Beilen et al. [2003], Berthe-Corti y Fetzner, [2002] y Maier et al. [2000]
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Shareefdeen y Baltzis [1994] desarrollaron un modelo para un biofiltro de lecho fijo, en el cual se
considero una operacion en estado transitorio para la eliminacion de tolueno, realizando los balances de
materia en la biopelicula, fase gaseosa y el soporte solido, considerando una cinética de Monod. Hodge y
Devinny [1995] y Jorio et al. [2003] desarrollaron un modelo utilizando cuatro diferentes tipos de material
de soporte, describiendo la transferencia de materia entre la fase gaseosa y solido/agua, la biodegradacion
del sustrato, la produccion de CO, y los cambios de pH producto de la acumulacion de CO,. Ellos
consideraron que no existe turbulencia a la escala de trabajo, que el medio filtrante es un medio
homogéneo, que la distribucion y densidad de la biomasa es homogénea en la biopelicula, que la adsorcion
es reversible y fue utilizada una cinética de primer orden para la degradacion de sustrato. Iguales supuesto
fueron realizados por Deshusses et al. [1995], utilizando una cinética de tipo Monod con inhibicion
competitiva para una mezcla de metil isobutil cetona y metil etil cetona. Este modelo esta basado en los
principios de una biopelicula homogénea dividida en “n” subdivisiones (Figura 1.7).

El modelo matematico que describe la biofiltracion de mezclas de compuestos hidrofilicos e
hidrofobicos desarrollado por Mohseni y Allen [2000] esta basado en el modelo biofisico propuesto por
Ottengraf y van den Oever [1983] para un COV. El modelo en estado estacionario fue desarrollado
considerando la biopelicula como una matriz organica y utilizando una cinética de Monod con inhibicion.

Den y Pirbazari [2002] desarrollaron un modelo matematico para el disenio y prediccion del
funcionamiento de un biofiltro para la eliminacion de COVs clorados. El modelo incorpora aspectos de
transferencia de materia, biodegradacion y procesos de adsorcion. Para el desarrollo de este modelo se
consider6 el modelo basico de pelicula homogénea pero para una particula esférica (Figura 1.8),
considerando la difusion en la coordenada radial. Los principales supuestos realizados son los mismos
mostrados en la Tabla 1.6. También adiciona un protocolo para el escalamiento de biofiltros basado en un
analisis dimensional y de similitud.

No solo el modelado de los fenomenos de transferencia de materia y biodegradacion en biofiltros
ha sido de interés, Morales et al., [2003] desarrollaron un modelo para determinar el secado del lecho
filerante. Este modelo describe la variacion de la concentracion de contaminante, humedad relativa del
aire, temperatura y contenido de agua en el lecho filtrante. También los fenomenos aerodinamicos han
sido modelados, Iliuta y Laranchi [2004], describen el efecto del crecimiento de la biopelicula en la
aerodinamica y el taponamiento del biofiltro. El modelo desarrollado considera un flujo unidireccional
basado en el promedio volumétrico del balance materia, momentum y de especies, acoplada con las
ecuaciones convencionales difusion/reaccion en sistemas biologicos.

Spigno et al. [2003] realizaron un modelo simple de dispersion axial en estado estacionario para
evaluar la eliminacion de n-hexano en un biofiltro utilizando el hongo Aspergillus Niger. Este modelo realiza

iguales consideraciones que los utilizados para consorcios microbianos o biofiltros bacterianos,
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trabajando con una biopelicula homogénea y constante de hongos, en la cual la reaccion solo ocurre en la
superficie del soporte. El balance en la fase biologica considera una cinética de biodegradacion tipo
Monod con inhibicion por sustrato. Spigno y De Faveri [2005] utilizaron el mismo modelo que Spigno et
al. [2003] adicionando un término de mantenimiento celular en la biodegradacion del contaminate. En la
Tabla 1.8, se muestra un resumen de algunos de los modelos explicados anteriormente.

En general, se puede observar que los modelos realizados se basan en la estructura de una
biopelicula como una fase pseudo-homogénea, de acuerdo a los esquemas mostrados en la Figura 1.5. Sin
embargo, en el caso de biopeliculas areas (Figura 1.6), como es el caso de las generadas por hongos
filamentosos, la aplicacion de este modelo no es totalmente correcta conceptualmente. Aunque se
obtienen buenos resultados, segin los reportados por Spigno et al. (2003), no entregan buena informacion
de los fenomenos reales que estan ocurriendo en los espacios inter-particula del biofiltro.

El crecimiento aéreo de microorganismos filamentosos, dados por la morfologia de estos, permite
cubrir el espacio vacio presente entre los soporte de un biofiltro, ah diferencia de las biopeliculas
bacterianas. Por otro lado, su superficie hidrofobica y su resistencia a la sequedad permiten una absorcion
directa del contaminante desde el aire. Ademas, esta mayor area generada por los filamentos puede
aportar a una mayor transferencia de materia al ser utilizados en biofiltros, de acuerdo a lo reportado por
Braun-Lullemann et al. [1995]. En la Tabla 17 se muestran los principales supuestos realizados al
momento de modelar un biofiltro utilizando el modelo conceptual de una biopelicula homogénea y su

factibilidad de aplicacion al modelo de biopelicula aérea.

Soporte Soporte

Fase gaseosa Biopelicula Fase gaseosa Biopelicula

CgA ________ CgA
\
\
Cg/K \EA"‘ CP/K \ G
== \
\ Zona si
\ reac i0
., &
< > >
5 X |4 X
—>

8

Limitaciéon por reaccioén Limitacién por difusion

Figura 1.5 Concepto basico del modelo de la biopelicula homogénea, donde: Cy es la concentracion del
contaminante en la fase gaseosa, C,; es la concentracion del contaminante en la biopelicula, K es el

coeficiente de particion, & espesor de la biopelicula, X coordenada en la direccion del espesor de la

biopelicula y Z direccion de la coordenada a lo largo del biofiltro.
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Biopelicula aérea

Soporte, A N
N
Cen/K
Fase
gaseosa
- Cen
Z
N
Coa R
AN X
Medio liquido y
nutrientes

Figura 1.6 Concepto basico del modelo de biopelicula aérea, donde: Cgs es la concentracion del

contaminante en la fase gaseosa, K es el coeficiente de particion.

Tabla 1.7 Principales supuestos realizados para el modelado de biofiltros de lecho fijo [adaptado de

Devinny et al., [1999] y Shareefdeen y Singh, 2005] y su aplicacion a biopeliculas aéreas.

Supuesto Aplicacion a
biofiltros fungicos
1. Resistencia interfacial en la fase gaseosa despreciable, esto quiere decir que Aplicable

la concentracion interfacial puede ser asumida en equilibrio con la
concentracion en la fase gaseosa.

2. La fase gaseosa es considerada como flujo piston, es decir no existe Aplicable
gradiente radial de concentracion.

3. El transporte del contaminante en la biopelicula es por difusion y puede ser NO aplicable
descrito por una difusion efectiva

4. El espesor de la biopelicula es pequeno relativo al diametro de la particula, y NO aplicable
por lo tanto su geometria puede ser asumida para la biopelicula

5. La micro-cinética para la eliminacion de sustrato en la biopelicula puede ser Aplicable
descrito por la ecuacion de Monod

6. La biopelicula es ideal y homogénea NO aplicable
7. No existe limitacion por oxigeno en el sistema Aplicable
8. El espesor de la biopelicula es constante, la densidad de biomasa y el NO aplicable

crecimiento son despreciables
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El transporte difusivo del contaminante en la biopelicula no puede ser considerado en un modelo
de biopeliculas aéreas, debido a que no existe una pelicula homogénea en la cual ocurra esta difusion. En
el caso de biopeliculas aéreas se considera que el contaminante se encuentra en contacto directo con las
hifas del hongo filamentoso y para el caso de alcanos estos reaccionan inmediatamente en la membrana del
hongo para posteriormente ingresar como un alcohol a la célula (ver Figura 1.4). Por otro lado, suponer
que la biopelicula es pequena y por lo tanto considerar su geometria como la del soporte, para el modelado
de biofiltros fangicos no es conceptualmente correcto, esto debido a que no toda la biomasa se encuentra
adherida directamente al soporte, generando estas formas irregulares dado por la morfologia de los hongos
filamentosos. Debido a la misma justificacion anterior no es factible considerar a la biopelicula como una
fase ideal homogénea, esto por la heterogeneidad propia del crecimiento fangico.

Debido a la morfologia de crecimiento de los hongos filamentosos estos ocupan el espacio vacio
presente en el biofiltro a medida que este crece al consumir el contaminante. Por lo tanto, no es factible

considerar una biopelicula constante.

Bioparticula activa

Fase Gaseosa Biopelicula Volumen de
Espesor biopelicula = X sorcion
Capa, w-1 O — -

| | Subdivision, n=
Capa, w Ij 1 2 3 4 5

\

Cj.w

Capa, w+1 | o

r

i
gt
Figura 1.7 Esquema modelo desarrollado por Deshusses et g5 T
Tt E L E
al. [1995]. R
P - A ) . %
g g e 2 !
e ————!
or !
R: R; Ry r=0

Figura 1.8 Concepto basico del modelo de
biopelicula para el modelo desarrollado por

Den y Pirbazari [2002].
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Conclusion parcial

La eliminacion de COV hidrofobicos desde la fase gaseosa, ha sido realizada tradicionalmente en forma
biologica por biofiltros de lecho fijo, con bacterias como agente biologico, presentando limitaciones para
la eliminacion de este tipo de COV. Estas limitaciones son principalmente de transporte de materia del
COV a la fase biologica, pudiendo ser superadas utilizando hongos como agentes biologicos. La
utilizacion de hongos filamentosos en biofiltros de lecho fijo produce un cambio en la forma de interpretar
el crecimiento de la biopelicula, debido a la morfologia de crecimiento de los hongos filamentosos, siendo
entonces la aplicacion del modelo tradicional de una biopelicula pseudo-homogénea conceptualmente

incorrecta.
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Tabla 1.8 Modelos utilizados en biofiltros de lecho fijo y sus condiciones de fronteras

Funcion Modelo Condiciones de Frontera y Referencia
definiciones
Solucion analitica del perfil Biopelicula Biopelicula
de concentracion del d2C C Ottengraf y van der
contaminante en la D, —2=k x=0 C = %{ Oever, 1983
biopelicula y alo largo de la dx dc
columna del biofiltro. Xx=3 AL dx = 0
Cinética de primer orden y de ~ Alturabiofiltro Altura biofiltro

orden cero

dC
Ve = =-AD, (&j
dZ x=0

z=H C, =C,,

(Ver Figura 1.5) dx

Modelo desarrollado Fase gaseosa Fase gaseosa

utilizando una cinética de v dC AV ds ) Deshusses et al., 1995

tipo Monod con inhibicion —CJ:G(CW1 Ci )/J W J..-D.|—2| -D, M

competitiva paraunamezcla W dt W WL dz R Z/N

de MIBK y MEK. ) -

Para el desarrollo de este Sjom~Ciur/Hj

modelo se utiliza el concepto ~ Biopelicula Biopelicula

Eésico de una biopelicula dsj,n’w . N2 (S s 4 ) R N VS
omogenea. dt j Z2 jn-l,w Jn,w jn+l,w Sj,n,w Sinw ij (]_+ID7W/K1 ) N Sjvn,w

(Ver Figura 1.7) Volumen de sorcion Volumen de sorcion

dsS. VN
J,5,W:D. A ( =S );
dt ] TSVX Z J:4W J:9.W

TSV =V(1-g)me- VAZ

Descripcion de la
transferencia de materia
entre la fase aire y
solido/agua, la
biodegradacion del sustrato,
la produccion de CO, y los
cambios de pH producto de
la acumulacion de CO,. Este
modelo esta basado en el
principio de una biopelicula
homogénea.

(Ver Figura 1.5)

Transporte

L _pic vy (1 _ej[k(khc -c,)]

ot oz’ oz \ 6
Biodegradacion
o[CO, | ..
% = kc (khc [COZ ] - [COZ ]ads ) + Rc (bcads )
Adsorcion
aC:ads —

k(k,C-C,, )-bC

ads

Transporte
t=0 C=C,
Z=0 C=C,

= dC/__
z=H 40/ -0
Biodegradacion

t= O [COZ ]ads = O

Adsorcion

t=0 C, =0

Hodge y Devinny, 1995
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Describe la biofiltracion de Biopelicula Biopelicula
mezclas de compuestos 2 m.__.C. C Mohseni y Allen, 2000
hidrofilicos e hidrofobicos. . d (ii = X Moo x=0 C,= —=L
Considera los procesos de dx Y, K +C K;
difusion y biodegradacion de dC;
cada compuesto a través de la x=39 dX‘ =0
biopelicula. Este modelo esta  Columna del biofiltro Columna del biofiliro
basado en el modelo bésico dc . 4c
de una biopelicula U,—==AD, [_'} h=0 C,=C,
homogénea. ® dh dx .-,
(Ver Figura 1.5)
Incorpora aspectos de Pelicula de gas Pelicula de gas
transferencia de materia, oC oC oC C (r.t=0)=0 Den y Pirbazari, 2002
biodegradacion y procesos de A 1y £=D izg P —£ o (0 )
¢ or 1’ or or oC

adsorcion. Entrega un
protocolo para el
escalamiento de biofiltros
basado en un analisis
dimensional y de similitud.
En este modelo se considera
el mismo modelo basico de
biopelicula pero utilizando
una particula esférica.

(Ver Figura 1.8)

Fase liquida

6CA,L -D iﬁ 1‘2 6CA,L
ot “rfor| or

Biopelicula

aCA,B -D 1o {rz aCA,B:|_X HmaxCA,B
B

ot P 1% or or K, +C,,

Fase adsorbente
%D, 2/ 2]
ot r*or| or

r=R, DngA:kB(C;—CL,B)

Cer
Fase liquida
C, (r—>0)=C,y,

(r— oo) =C,u

oC oC
r=R, D —2L=D,—2%
’ boor Poor
(@
r=R, CA,L = g%(
Biopelicula
C.s(r,t=0)=0
oC oq
r=R, D,—** :Dspsa
r=R, CA,B = CA,L
Fase adsorbente
q(r,t=0)=0
r=0 99/ o
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Determina el secado del lecho
filcrante, efecto de la
temperatura de entrada y
calor metabolico.

Este modelo describe la
variacion de la concentracion
de contaminante, humedad
relativa del aire, temperatura
y contenido de agua en el
medio.

Balance de materia contaminante en fase gaseosa
oC,, oC,, .
n, ol — 'Vg —_jb
ot 0z
Balance de materia vapor de agua en fase gaseosa
ot pm, 0z m,
Balance de materia agua en fase sélido-liquido

oW

=Re+Rer

Balance de energia

oT
(X‘E = QConv + Qevap - er

Jb=EC, . B (T)ﬂz (W)ﬂs (CTol)

Morales et al., 2003

jv=-Rv-pv
Rv,, =aV;T[In(RH)]

Re - es la velocidad de evaporacion
Re r4—£
92 p,

x0.6

Estudio transitorio de la
aerodinamica y taponamiento
para la degradacion de COV
en biofiltros. Para el
desarrollo de este modelo es
considerado el modelo de una
biopelicula homogénea, con
aumento de espesor de la
biopelicula.

(Ver Figura 1.5)

En la fase biopelicula se
considera un elemento de
volumen esférico, con
variacion de concentracion en
la direccion radial

Balance especies en la fase gaseosa

2
%(ngs) +u, %(nga) =D, %(nga) -5ald,m

Balance a la biopelicula

C, 1 C
g 2 s:_zﬁ(rzDgf]g%],ﬂ_Pv
ot r°or or ) Y,
Continuidad de la fase gaseosa

0 0
a(gpg ) +£(8pgug) =0

Continuidad de la fase sélida

%[(1 -So)ps +(s° . 8)pv ] =nra’d, -ba’s,p,

Momentum en la fase gaseosa

0 0 . 0 0
ot (pgsu )+ug E(Spgug):‘c’“g gug -ggPigpgg-Fg{

Balance especies en la fase gaseosa

=0 Cg :Cisfé [liuta y Laranchi, 2004
i oCy,
z0 u,Cg=u, Cg I -D, p
o G /S
z=H o =0

Balance ala biopelicula

dCs / 0
C%
CS r:fh: %

-0 Cy(r,0)-C"

I,
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Modelo simple de dispersion
axial en estado estacionario
para evaluar la eliminacion de
n-hexano en un biofiltro
utilizando hongos. Se
considera cinética tipo
Monod con inhibicion por
sustrato y biodegradacion
por mantenimiento celular.

(Ver Figura 1.5)

Balance de materia fase gaseosa

D, 0°C,,

U, oC,, N K.,D,aA 0C, 4

Balance de materia fase gaseosa

Dv anA _

-0 1

G(0 “~Go
()HZ aZZ (0) H 82

Balance de materia fase biologica

KD, 0°Cyy X

F l’l’max

N A(z0)
UH 6z|z: .
anA -
aZ|z:l

§  ox

x=0

0

Balance de materia fase biolégica

8% ox?

Y (1+C, +K.C}/K)

-X.m =0 C
s KSCA,B(X:O):%CG(O)

oC.p

0
6X| x=1

Spigno et al., 2003
Spigno y De Faveri, 2005
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1.5 HONGOS FILAMENTOSOS

Los habitats de los hongos son bastante diversos. Algunos son acuaticos (de agua dulce), algunos pocos
viven en habitats marinos, también terrestres incluyendo suelo y asociado a materia de plantas muertas
[Maier et al., 2000], jugando un papel crucial en la mineralizacion del carbono organico en la naturaleza
[Madigan et al., 1999]. Los hongos son particularmente importantes en la degradacion de polimeros de

celulosa en plantas y lignina y otras moléculas organicas complejas, notablemente xenoboticas.

1.5.1 Estructura general de los hongos

Los hongos poseen paredes celulares rigidas, bastante distinta de la pared celular de los procariotes
(Figura 1.9). La quitina es un constituyente comun de la pared celular de los hongos y se disponen en
microfibrillas como la celulosa, la que es sintetizada en microvesiculas ubicadas en la zona apical [Ruiz-
Herrera y Ruiz-Medrano, 2004]. Ademas poseen una delgada capa externa de glicoproteinas; otros
polisacaridos como los mananos, galactanos y quitosan reemplazan a la quitina en algunos grupos de
hongos. Las paredes celulares fungicas constan del 80-90% de carbohidratos, siendo las proteinas, lipidos,

polifosfatos e iones inorganicos el material cementante [Maier et al., 2000; Yarden, 2004].

1.5.2 Crecimiento y caracteristicas morfologicas de los hongos filamentosos

El mecanismo de crecimiento de los microorganismos filamentosos es muy diferentes a los
microorganismos unicelulares, ya que las células son conectadas en los canales de las estructuras de las
hifas, elongandose fundamentalmente a través del apice (crecimiento apical) por extension de las células
terminales [Madigan et al., 1999; Maier et al., 2000; Nielsen y Villadsen, 2003]. Incluso aunque la
velocidad lineal de extension del apice tiene un limite, la longitud total de un micelio puede incrementarse
exponencialmente debido a la formacion de nuevos apices a lo largo de la hifa. En la Figura 1.10 se muestra
un esquema de un ciclo celular tipo de un hongo filamentoso.

La unidad caracteristica de crecimiento de los hongos es la hifa. Esta es una estructura tubular
microscopica, con diametro y longitud caracteristicos, dependientes de la especie y el medio. El
crecimiento de estas hifas es presentado con formacion de ramificaciones segan las condiciones del
crecimiento [Cox et al., 1998]. La hifa puede ser representada estructuralmente en 3 secciones (Figura

1.11): apical, subapical y distal [Larralde-Corona, 1996, Jennings y Lysek, 1999].
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Membrana celular
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Glicoproteina

Mezcla de glucanos

Figura 1.9 Estructura de la pared celular de un hongo [adaptado de Maier et al., 2000]

Conidios

O
Conidioforo / \ \
(Esporas) O

Germinacion

Hifas sustrato —»

Figura 1.10 Diagrama tipo de un ciclo celular de un hongo filamentoso [adaptado de Shuler et al., 2003]

Generalmente, ésta segmentacion se produce en una porcion delimitada de la hifa dada por los
septos. En algunas especies de hongos, la aparicion de septos marca el inicio de una ramificacion.

La elongacion y ramificacion de la hifa son procesos fundamentales para definir la morfologia de
los hongos filamentosos. La eficacia y sucesos de estos procesos son esenciales para el alcance y
adquisicion de nutrientes desde el ambiente y en muchos casos, son parte de la proliferacion y ciclo

reproductivo.
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Septo Cuerpo apical
Vesiculas

i
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Zona distal Zona subapical ; Zona apical

(Zona de absorcion)

Figura 111 Esquema simplificado de una hifa [adaptado de Larralde-Corona, 1996, Jennings y Lysek, 1999]
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Figura 1.12 Esquema que muestra el papel que juega el septo y la acumulacion de vesiculas en la formacion

de una ramificacién. La densidad de circulos indica la densidad de las vesiculas.

El exceso de vesiculas sobre aquellas destinadas para el transporte al apice generan un aumento
de la presion en el septo que separa la zona subapical y apical, comenzando la ramificacion en la hifa

(Figura 1.12) [Jennings y Lysek, 1999].

Fusarium sp.

Para el caso particular de este trabajo fue utilizado el hongo filamentoso Fusarium solani. El Género
Fusarium corresponde el Reino Fungi, Filo Ascomycota, Clase Sordariomycetes y Orden Hypocreales. La
forma y tamanio de las esporas es la caracteristica principal para el reconocimiento de los Fusarium. Las
esporas estan dispersas en el micelio aéreo o en esporodoquios o masas limosas (pionotos). Los
macroconidios son curvados, pluriseptados, con una célula apical mas o menos puntiaguda y en muchas
especies con una célula basal en forma de pie. Los microconidios son comtunmente unicelulares,
elipsoidales, fusiformes, claviformes, piriformes o subglobosos, similares en ancho a los macroconidios,
con una base redondeada o truncada, por lo general formando cabezuelas mucosas, pero en algunas

especies en cadenas basipetas. No siempre son producidos ambos tipos de esporas. Los conidioforos del
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micelio aéreo en algunos casos solo constan de una célula conidiogena, en otros estan ramificados, a veces
en verticilos. Las monofialides producen conidios desde una sola abertura y en las polifialides surgen las

esporas desde mas de una abertura en la misma célula [Booth 1971].

Muchos hongos filamentosos estan naturalmente adaptados al crecimiento sobre supertficie. Los hongos
requieren un contacto cercano con el sustrato debido a su nutricion heterotrofa, secrecion de enzimas
extracelulares, absorcion de nutrientes a través de la pared celular y el crecimiento apical de sus hifas
[Jones, 1994].

Los hongos que crecen sobre superficies constituyen biopeliculas y como tales, muestran
caracteristicas fisiologicas particulares derivadas probablemente de una expresion diferencial de genes
[Gutiérrez-Correa, 2003]. Las biopeliculas bacterianas han sido ampliamente estudiadas desde el punto
de vista estructural y fisiologico, y son consideradas estructuras complejas y heterogéneas; en las cuales
las células adheridas difieren radicalmente de las planctonicas y muestran mayor resistencia a compuestos
biocidas, surfactantes y al secado [O Toole et al., 2000; Blenkinsopp, 1991]. A diferencia de las biopeliculas
bacterianas, las biopeliculas fungicas han recibido menor atencion, aunque recientemente estan cobrando
mayor relevancia.

La formacion de biopeliculas por hongos es un proceso complejo que se inicia con la adhesion de
esporas a una superficie, la cual esta influenciada por factores fisicos, quimicos y medioambientales. Tanto
los microorganismos como las superficies tienen un potencial negativo que genera repulsion
electrostatica, la cual puede contrarrestarse con fuerzas de atraccion temporales tipo Van der Waals o
atraccion hidrofobica. Cuando las esporas llegan a la superficie del soporte se fijan para iniciar la
germinacion. La adhesion y germinacion de las esporas esta determinada por la presencia de proteinas
hidrofobicas de pared denominadas hidrofobinas. Las hidrofobinas son pequenas proteinas (100 + 25
aminoacidos) [Wessels, 1996; Wosten y Willey, 2000], moderadamente hidrofobicas, caracterizadas por
conservar ocho residuos de cisteina (ecuacion (1.1)) que son separadas de una forma particular por
secuencias de aminoacidos y patrones hidropaticos tipicos, las cuales son secretadas durante una variedad
de procesos de desarrollo del hongo filamentoso [Wessels, 1996; Villena y Gutiérrez-Correa, 2003; Yarden,
2004].

A2-38 -C 'A5-9 -C 'C'A11-39 -C 'A8-23 -C 'A5-9 -C-C 'A6-18 -C 'Az-ls (1-1)

Donde A significa un aminoacido, con una alta proporcion de aminoacidos no polares y C son los
8 residuos de cisteina. Entre las funciones de las hidrofobinas esta la adsorcion pasiva de esporas o hifas a

superficies hidrofobicas y la formacion de estructuras hidrofobicas aéreas como micelio y cuerpo
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fructifero [Wosten y Willey, 2000]. La propiedad caracteristica de las hidrofobinas es la formacion de una
membrana en contacto con una interfase hidrofilica-hidrofobica lo cual permite cambiar la naturaleza de
la superficie, disminuyendo la tension superficial del agua (Figura 1.13) [Jennings y Lysek, 1999; Wessels,
1999; Wosten y Willey, 2000]. Esto sugiere que la adhesion inicial de esporas, determinara la estructura y
estabilidad de la biopelicula. En este sentido, la hidrofobicidad de las esporas le confiere ventajas tinicas
para el desarrollo de biopeliculas aéreas.

Basado en sus modelos hidropaticos y caracteristicas de solubilidad, Wessels [1999] discrimino
entre hidrofobinas de clase Ty clase II. A pesar de que la sucesion de aminoacidos de las hidrofobinas entre
estas clases son diversas, las hidrofobinas de clase I parecen estar relacionadas funcionalmente, es decir
ellas pueden suplirse parcialmente. Tres tipos de conformaciones de hidrofobinas de clase I han sido
identificadas: el estado monomerico, la cual es soluble en agua, el estado oc-helicoidal, la cual es el
resultado del auto-ensamblaje a un solido hidrofobico y el estado B-laminar, la cual es formada durante el
auto-ensamblaje en la interfase agua-aire [Wosten y de Vocht, 2000]. Las membranas formadas por la
clase I de hidrofobinas (ejemplo, SC3 y SC4) son altamente insolubles y solo pueden ser disociadas con

acido formico o acido trifluoro acético.

s B R
_ o o o o © oPelRRulaliquida
o o
O O (@) 00 O O
o o o O /) o
Disminucion tension superficial del agua
RS
(o) @) o
_ o ° odjjjle_° o © oPelRulaliquida
O O (@) o0 O O
o o o O o o
Capa de la hifa aérea
© Hidrofobina monomerica
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Figura 1.13 Modelo de crecimiento de hifas areas en hongos filamentosos [adaptado de Wosten y Willey,

2000]
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1.5.3 Modelado del crecimiento de hongos filamentosos

Producto del cambio generado en el espacio vacio del biofiltro de lecho fijo por el crecimiento fangico, es
de interés relacionar los ecuaciones que describen los fenomenos de transporte en el biorreactor con una
ecuacion que describa el crecimiento fangico en su interior, de manera de establecer el area y volumen de
biomasa generada que permita predecir la relacion existente entre esta area y la capacidad de eliminacion
del biofiltro, asi como su relacion con la caida de presion del sistema por disminucion del espacio vacio.

Una serie de modelos de crecimiento y fenémenos intraparticula han sido desarrollados para
hongos filamentosos [Mitchell et al, 2004]. Un primer grupo de modelos describe la velocidad de
crecimiento del microorganismo y su dependencia de las condiciones ambientales en los cuales estos se
desarrollan, los segundos describen la transferencia de materia y calor entre las diferentes fases presentes
en el biorreactor [Gutiérrez-Rojas et al., 1995]. Los diferentes modelos desarrollados pueden clasificarse
en:

e ccuaciones basicas de cinética de crecimiento

e cfecto de las condiciones ambientales en el crecimiento

e cinéticas de muerte celular

e cfecto de la disminucion del tamano de particulas

e distribucion de la biomasa sobre la superficie del sustrato y elongacion de la hifa.

En el primer grupo de modelos se han reportado cinéticas de crecimiento de tipo lineal,
exponencial, logistica y cinéticas de aceleracion y desaceleracion [Mitchell et al., 2004]. En el segundo
grupo el objetivo es describir las condiciones ambientales en el biorreactor como una funcion del tiempo y
la respuesta de los microorganismos. En el modelado de biorreactores en medio solido las dos variables
ambientales mas estudiadas son la temperatura y la actividad de agua en el soporte. Bovill et al. [2000]
realizan una modificacion a la ecuacion logistica incluyendo el estado fisiologico de la célula como funcion
de la temperatura y de la actividad de agua.

El modelado de la cinética de muerte en el crecimiento de hongos ha recibido una baja atencion
debido a los complejos procesos que envuelven el crecimiento de hongos filamentosos. El modo de
crecimiento de los hongos hace la definicion de muerte celular mas problematica que en el caso de
organismos unicelulares. Szewezyk y Myszka [1994] utilizaron una ecuacion de tipo Arrhenius para
representar la velocidad especifica de crecimiento en funcion de la temperatura, en donde un término
describe el crecimiento y otro la muerte celular. Smits et al. [1999] no desarrollaron un modelo explicito
de muerte celular, pero proponen una ecuacion para describir la actividad de respiracion especifica de
decaimiento de la masa microbiana en el tiempo. De igual forma Hamidi-Esfahani et al. [2004],
consideraron en forma explicita el término de muerte celular, desarrollando un modelo para interpretar el

efecto de la temperatura y el contenido de humedad en la velocidad de crecimiento maxima y la
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concentracion celular maxima en la ecuacion logistica.

El modelado del crecimiento superficial de hongos y como este ocupa la supertficie del soporte es
de gran interés en el proceso de biofiltracion. El modelado de este crecimiento nos entrega informacion de
la superficie cubierta, la forma de distribucion de la hifa en el soporte y como cambia esta en el tiempo.
Nopharatana et al. [1998] desarrollaron un modelo que describe la distribucion de las hifas, la generacion
y movimiento de los apices asumiendo que el espacio entre las hifas es ocupado por aire y suponiendo que
el oxigeno no es limitante. Otro modelo que toma en cuenta los estados morfologicos de los
microorganismos filamentosos, es el desarrollado por Nielsen [1993]. Este modelo describe el mecanismo
de crecimiento de microorganismos filamentosos, es decir, extension del apice y ramificacion; también se
considera la fragmentacion en la estimacion de la morfologia de los elementos de una hifa individual en un
cultivo sumergido. Este se completa con un modelo de poblacion combinado con el modelo de crecimiento
individual de la hifa. McIntyre et al. [2001] también desarrollan un modelo para estimar la fragmentacion
en el caracterizacion morfologica de Aspergillus nidulans. La estimacion de la velocidad de fragmentacion se
realizo asumiendo una ecuacion de probabilidad de la posicion en el elemento de hifa y que la
fragmentacion es proporcional a la longitud total de la hifa.

La elongacion de la primera hifa, durante la germinacion de una espora, ha sido representada por
muchos autores como una cinética de tipo Monod [Carlsen et al., 1996; Larralde-Corona et al., 1997]. Esta
representacion se ha utilizado para determinar el tiempo y la frecuencia de ramificacion. Lopez-Isunza et
al. [1997] utilizaron un modelo que describe la transferencia de materia y la cinética de crecimiento de un
hongo filamentoso basado en las ecuaciones de transferencia de materia y la teoria de crecimiento

vesicular. En la Tabla 1.9, se muestra un resumen de los diferentes modelos.
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Tabla 1.9 Modelos desarrollados para la descripcion del crecimiento de hongos filamentosos

Modelos empiricos de crecimiento utilizados en hongos

Efecto estudiado Modelo Referencia
Lineal dX _ K Mitchell et al., 2004
dt
Exponencial dX % Mitchell et al., 2004
dt
Logistica dX X Larralde-Corona et al., 1997
—_— HX 1 -—
dt X,
Dos fases dX dX Ikasari y Mitchell, 2000
=X, t<t,; —=[ L ‘k(t‘ta)}t, t>t, !
dt dt
Modelos que describen el efecto de las condiciones ambientales en el crecimiento de hongos
Temperatura, dX X d Bovill et al., 2000
actividad de agua, —= X(l-—}(&} —Q:f(T,aW,Q)
estado fisiologico dt X N1+Q dt
B 2 ) Hamidi-Esfahani et al., 2004
Temperatura y U = ((al (T - Toin ) )(1 - exp(az (T =T )))) % (bo +bY+b,Y )

humedad

m

X, =c,+¢,Y +c,Y’

Modelos de decaimiento celular en hongos filamentoso en medio solido

Biomasa Sangsurasak y Mitchell , 1995
dX X, +X dXx 8 y :
vV — GXV (l_uj_k]}xv; d_tD: kDXV

dt M
Temperatura E,. E, Szewezyk y Myszka, 1994
=g -HUp = HgoeXp| ~—== |-kyexp| -—=
Hobs — Mg ~Hp = Hao p( RT ) DO p( RT j
Consumo oxigeno 1 Smits et al., 1999
Do, =5 u(t)+m, -D; para 0<t<t,, D=0
X0,

para t;<t<t, D=my(t-t,); despuesdet, D=my(t, -t,)

Modelos de efecto del tamano de particula en el crecimiento de hongos filamentosos

Tamafio de particula 12 12 1 Nandakumar et al., 1994
| _ Ll

constante - < 2 €
2bD.C,
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Modelos de distribucion de hongos filamentosos

Generacion y
movimiento de

Generacion y movimiento dpices

Nopharatana et al., 1998

. on B G|, B G|, lon
apices — =aq|l-—= || —2 |+ D | - — || —D2— |
ot |, B, \ k,+G|_, B, \ k,+G|_, Jox
Produccion de biomasa Difusién y consumo de sustrato
G 0(G/B
a_B :numaxap 1_2 x5 E :Dh i B ( / ) - 1 6B| _mGB
o, B, \ k,+G| , atl,  "ox ox Y, otl,
Estudio de la Velocidad de crecimiento Crecimiento de la hifa Balance de células Nielsen, 1993
morfologia celular Q dm d
hgu X
“zzuqzq dtg =(u'(q’+2\|l)mhgu)mhgu E:(H'D)X
q=1

Modelos de que describen la elongacion de hongos filamentosos

Elongacion con
cinética tipo Monod

Larralde-Corona et al., 1997

dar _ Vma"L; T= L K, lni +(Le+Ly)
dt K, +L = V. L,

y tiempo de .
ramificacion
Sustrato solido enel medio ~ Membrana de la hifa Lopez-Isunza et al., 1997
TransferenFia/ ‘ de 88m B azsm da 623. o0 629
materia y cinéticade —+=y  —* & Yo & Yw oz
crecimiento ot al ot o ot 28
Difusion redccion
2 2
B_ LIS o O8 A8 hep || LB [ 5 )y
ot A 08 or" ror K, +P o Ao TLK, +s
2 2
e e e I e
ot |\ 0§ r or K, +P - A | 0§ LK, +s
Formacion compuesto nuevd pared Alargamiento de la hifa
e e e e (R SLop, | LR
dt K, s ) K, +p dt K, +p
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1.6 BIOFILTROS UTILIZANDO HONGOS FILAMENTOSOS

La baja solubilidad de los compuestos hidrofobicos en medios liquidos, es una de las principales
limitaciones para su tratamiento en biofiltros, dada la presencia de peliculas liquidas que recubren la
biopelicula. Sin embargo, esto es posible de ser superado con el uso de hongos como agente biologico.
Estos son mas resistentes a condiciones acidas y de sequedad que las bacterias favoreciendo el transporte
de compuestos hidrofobicos [Kennes y Veiga, 2004], lo cual se incrementa con la formacion de micelios
aéreos con caracteristicas hidrofobicas, aumentando la superficie de transporte [Wosten y Willey, 2000],
existiendo un contacto directo entre el compuesto hidrofobico y el micelio aéreo sin pasar por una fase

acuosa. En la Tabla 1.10 se muestran algunas de las ventajas y desventajas del uso de hongos en biofiltros.

Tabla 1.10 Ventajas y desventajas del uso de hongos en la biofiltracion de COVs

Ventajas Desventajas

Gran variedad de enzimas (hidroliticas, oxidacion) Crecimiento mas lento que bacterias
Degradacion de una gran variedad de compuestos organicos Incremento en la caida de presion
Resistencia a la baja actividad de agua y pH Produccion de esporas

Capacidad de colonizar el espacio vacio (hifas aéreas) Canalizaciones y taponamiento

y de penetrar el solido aumentando la disponibilidad nutrientes ~ Posible patogenicidad

Unos de los primeros trabajos realizados utilizando hongos en el tratamiento de COV en
biofiltros, fue el realizado por Cox et al. [1996]. En este trabajo se estudio6 el funcionamiento de un
biofiltro de lecho fijo para la degradacion de estireno inoculado con el hongo Exophiala jeanselmeti,
obteniendo capacidades de eliminacion (CE) maximas de 79 g m™ h™. Garcia-Pefia et al. [2001] estudiaron
el efecto de la humedad y la compactacion del lecho en el funcionamiento de un biofiltro de lecho fijo y la
CE utilizando el hongo Scedosporium apiospermun para la eliminacion de tolueno, con vermiculita y carbon
activado como soportes. Garcia-Pefia et al. [2001] observaron CE maximas de hasta 258 g m” h™ con una
eficiencia de eliminacion de un 98%. Woertz et al. [2001] también utilizaron un biofiltro de lecho fijo
inoculado con hongos para la eliminacion de tolueno, el cual es utilizado como fuente de carbono y
energia para la eliminacion aerobia de 6xido nitrico en fase gaseosa, obteniendo eficiencias de 93% con
concentraciones de entrada de 250 ppmv de o6xido nitrico utilizando un tiempo de residencia de 1 min
para cargas de tolueno de 90 g m™ h™. La CE maxima observada para tolueno fue de 270 gm~h™,

Moe y Qi [2004] también estudiaron la eliminacion de una mezcla de COVs compuesta por n-
butil acetato, metil etil cetona, metil etil propil cetona y tolueno con una concentracion de entrada de 124,

50.5, 174 y 44.6 mg m”, respectivamente, utilizando un cultivo de varias especies de hongos, entre ellos
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Cladosporium sphaerospermun, Exophilia jenselmei, Fusarium oxysporum y Fusarium nygamai. Este biofiltro de lecho
fijo fue utilizado para estudiar la respuesta a varios periodos en la cual no ingresa contaminante al
sistema.

Aizpuru et al. [2005], trabajaron en un biofiltro de lecho fijo inoculado con el hongo Paccilomyces
variotii para la eliminacion de tolueno, utilizando como material de empaque anillos Rasching, en el cual
observaron un elevado crecimiento miceliar, con CE de 200 gm™ h™.

Spigno et al. [2003] y Spigno y De Faveri [2005] obtuvieron en promedio una CE de 150 g m™ h™,
trabajando en un biofiltro de lecho fijo, inoculado con el hongo Aspergillus niger para la eliminacion de n-
hexano. Ademas de los trabajos realizados por Spigno et al. [2003] y Spigno y De Faveri [2005] para la
eliminacion de compuestos hidrofobicos (con n-hexano como modelo), Arriaga y Revah [2005a,b]
también estudiaron la biodegradacion de n-hexano en un biofiltro de lecho fijo inoculado con Fusarium
solani, utilizando perlita como soporte, obteniendo CE maximas de 150 gm™ h™.

Unos de los ultimos estudios para la eliminacion de COVs hidrofobicos utilizando hongos
filamentosos, fue el realizado por Arriaga et al., [2006]. Este estudio evaluo el uso de aceite de silicona
para el mejoramiento del transporte y subsiguiente biodegradacion de n-hexano por el hongo Fusarium
solani en dos configuraciones de biorreactores. Los experimentos de biodegradacion fueron realizados en
tanques agitados de 1.5 L y columnas empacadas de 2.5 L, siendo alimentados con cargas de n-hexano de
180 g m” h™. En el reactor agitado bifasico con silicona, la maxima CE fue 120 g m™h™ (67% eficiencias de
eliminacion). En la columna empacada, la maxima CE fue de 180 g m”h™ (>90% eficiencia de eliminacion).

En la Tabla 111, se muestra un resumen de algunos de los trabajos realizados utilizando hongos
como agente biologico para la eliminacion de COV en biofiltros de lecho fijo. De esta tabla se puede

observar, el creciente interés en la utilizacion de este tipo de microorganismos durante los tltimos afios.

Tabla 1.11 Hongos utilizados en biofiltros de lecho fijo para la eliminacion de COVs.

COV Hongo CE Maxima (g m'3h'l) Referencia
Estireno Exophiala jeanselmei 91 Cox et al. 1996
Tolueno Scedosporium apiospermun 258 Garcia-Pena et al. 2001,
Pacecilomyces variotii 290 Aizpuru et al. 2005,
Exophialia lecanii-corni 270 Woertz et al. 2001
Exxophiala oligosperma 70 Est?vez ctal. 2004
Pacecilomyces variotii 60 Estévez et al. 2004
TEX Hongo Nativo no ’120 Veiga y Kennes, 2001
inoculado
n-Hexano  Aspergillus niger 200 Spigno et al. 2003
Spigno y De Faveri, 2005
Fusarium solani 150 Arriaga y Revah 2005a
Arriaga y Revah 2005b

TEX: Tolueno, etilbenceno y xileno.
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Conclusion parcial
Actualmente existe una serie de trabajos que han demostrado la ventaja de la utilizacion de hongos
filamentosos en la eliminacion de COV. Segun diferentes autores, las propiedades fisicas, quimicas y
biologicas de los hongos filamentosos permiten aumentar la capacidad de eliminacion de compuestos
hidrofobicos en sistemas de biofiltracion. Por otro lado, el crecimiento caracteristico de los hongos
filamentosos aumenta el area especifica disponible de transporte de los COVs en fase gaseosa. Sin
embargo, esta morfologia de crecimiento aumenta la dificultad de su modelado, simulacion e
interpretacion.

Actualmente, no existe una explicacion y descripcion fisico-quimica y biologica, asi como un
modelo matematico que entregue una explicacion desde un punto de vista biologico y fenomenologico

para esta mayor eliminacion.
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CAPITULO DOS

OBJETIVOS E HIPOTESIS

“La hipotesis es una interpretacion anticipada y

racional de los fendmenos de la naturaleza”. Claude Bernard

Las emisiones de COVs comprenden un amplio rango de posibles contaminantes, constituyendo la
segunda clase mas extendida y diversa de emisiones atmosféricas, después de las particulas. Muchos
COVs son el resultado de la actividad industrial asi como del tratamiento de residuos solidos y liquidos.
Los COVs contribuyen a la formacion de ozono fotoquimico a escala regional y urbana. Ellos también
juegan un rol en la lluvia acida, ya que contribuyen a la generacion de los radicales responsables de la
conversion de los oxidos de azufre en acido sulfarico. Algunos COVs llegan incluso a fases de
transformacion en aerosoles, con su consiguiente disminucion de visibilidad.

Es por esto, que la profundizacion en el estudio de tecnologias de eliminacion de COVs, que
permitan optimizar su funcionamiento, por ejemplo los tratamientos biologicos de gases, y bajar los
costos de construccion y operacion es siempre necesaria.

El mejor entendimiento de los fenomenos fisicos y biologicos que estan ocurriendo en un equipo
de tratamiento biologico de gases, permite predecir de mejor forma su funcionamiento y facilita realizar
los cambios necesarios que optimicen la eficiencia del biorreactor. Este entendimiento nos lleva a la
generacion de modelos matematicos y estudio de propiedades fisicas, quimicas y biologicas de los

microorganismos involucrados, que permiten una futura aplicacion al disefio y control a nivel industrial.
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2.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La biofiltracion de lecho fijo de COVs utilizando bacterias y consorcios microbianos ha sido bastante
estudiada, sin embargo la utilizacion de hongos filamentosos ha sido recientemente experimentada.
Aunque existen trabajos en los cuales se han utilizado este tipo de microorganismos, en ellos no se ha
desarrollado completamente el esclarecimiento de los fenomenos que ocurren en el interior de estos
biorreactores. Los modelos desarrollados hasta ahora que explican el funcionamiento de biofiltros de
lecho fijo utilizando hongos filamentosos, se han basado en los mismos principios de aquellos que utilizan
bacterias y consorcios microbianos, considerando una fase biopelicula homogénea. Si bien estos han
logrado predecir el comportamiento global del sistema, no son capaces de interpretar los fendmenos
microscopicos de particion, difusion y crecimiento, entre otros.

Se ha demostrado en los trabajos realizados con hongos filamentosos que estos son mas eficientes
para la eliminacion de COVs hidrofobicos que sistemas bacterianos o que utilizan consorcios
microbianos, sin embargo, no existe una explicacion basada en los fenomenos de transporte de materia y
reaccion de esta mayor capacidad de eliminacion. Esto se debe principalmente a la carencia de trabajos
experimentales y modelos teoricos que permitan describir y predecir la interaccion entre las diferentes
variables que participan en la biodegradacion y la transferencia de materia, asi como la importancia
relativa entre las diferentes variables involucradas (sorcion, permeabilidad del lecho, caidas de presion,
etc). Uno de los principales factores que explican la falta de modelos matematicos en biofiltros de lecho
fijo fangicos, es la dificultad de representar el sistema heterogéneo y el crecimiento del hongo en el medio
poroso, que permitan contribuir al entendimiento acabado del sistema.

Una alternativa a la falta de modelos matematicos en biofiltros de lecho fijo fungicos, es el
desarrollo de sistemas experimentales que permitan manejar las caracteristicas de trabajo, utilizando
concentraciones y condiciones de operacion que interpreten tedricamente el fenomeno de estudio,
mediante el uso de hipotesis de trabajo apegada a la realidad experimental.

Se debe considerar que una de las principales desventajas de los biofiltros inoculados con hongos
filamentosos son los largos periodos de puesta en marcha, mayor a la de los biofiltros bacterianos, lo cual
se debe principalmente a la menor velocidad de crecimiento de los hongos filamentosos en comparacion
con las bacterias. Es por esto, que es también de interés estudiar fuentes de carbono alternativas que

permitan acelerar la puesta en marcha para una posterior eliminacion del COV.
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2.2 HIPOTESIS

La mayor capacidad de eliminacion de los COVs hidrofobicos en biofiltros de lecho fijo inoculados con
hongos filamentosos es consecuencia del aumento en la superficie especifica del hongo que mejora la
transferencia de materia, generada por su morfologia de crecimiento y el aumento en la particion de los
compuestos hidrofobicos en la biomasa producto de los cambios estructurales y caracteristicas

hidrofobicas de la pared celular del hongo.

2.3 OBJETIVOS

2.3.1 Objetivo General

Contribuir al entendimiento de la utilizacion de hongos filamentosos en el aumento de la capacidad de
eliminacion en la biofiltracion de lecho fijo de compuestos organicos volatiles hidrofobicos, utilizando
como compuesto modelo n-hexano, estableciendo su aporte a las reacciones, la transferencia de materia,
area de transporte y particion del contaminante, mediante el desarrollo de un modelo matematico y su

verificacion experimental.
2.3.2 Objetivos Especificos
1. Basqueda de parametros fisico-quimicos y biologicos sensibles en el proceso de biofiltracion
A. Investigar algunas de las caracteristicas que expliquen la mejor biodegradacion de compuestos
organicos volatiles hidrofobicos al utilizar hongos filamentosos en biofiltros de lecho fijo, como

coeficiente de particion, morfologia, hidrofobicidad y velocidad de biodegradacion.

B. Investigar el efecto de las fuentes de carbono glicerol, 1-hexanol y n-hexano sobre la morfologia
de las hifas aéreas de Fusarium solani y determinar los parametros morfologicos para el modelo de

crecimiento fangico en el biofiltro de lecho fijo.
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2. Basqueda de relaciones entre parametros fisico-quimicos y biologicos y los fenomenos del proceso

C. Desarrollar un modelo matematico que describa el aporte de los hongos filamentosos a la
transferencia de materia de compuestos organicos volatiles hidrofobicos, en fase gaseosa y la
relacion entre el aumento del area de transporte y la capacidad de eliminacion del

contaminante.

D. Validar el modelo matematico propuesto y determinar su sensibilidad frente a cambios en
parametros de transporte y cinéticos, poniendo en marcha un biofiltro de lecho fijo a escala
laboratorio, para la eliminacion de compuestos organicos volatiles hidrofobicos inoculado con

hongos filamentosos.

E. Estudiar la puesta en marcha de biofiltros de lecho fijo utilizando glicerol, 1-hexanol y salvado
de trigo como fuente de carbono alternativa para acelerar la operacion de este tipo de

biorreactor para la eliminacion posterior de n-hexano.
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CAPITULO TRES

MATERIALES Y METODOS

“Si no conozco una cosa, la investigare”.

Louis Pasteur

3.1 MICROORGANISMOS Y EXPERIMENTOS EN MICROCOSMOS'

El hongo utilizado en todos los experimentos fue Fusarium sp., reportado previamente por Arriaga y Revah
[2005a] para la eliminacion de n-hexano en un biofiltro de lecho fijo. Este fue identificado como Fusarium
solani CBS 117476 por la Centraalbureau voor Schimmelcultures, Paises Bajos.

El in6culo utilizado para todos los experimentos fue propagado en agar de papa dextrosa de
acuerdo a Garcia-Pefia et al. [2001]. Posteriormente fueron preparadas placas Petri con el medio mineral
utilizado para crecimiento (Tabla 3.1) y se cultivaron los hongos en una estufa a 30°C durante dos
semanas en ambiente de n-hexano. Para el desarrollo de los experimentos en medio liquido, fueron
preparados microcosmos con medio mineral y fue adicionada una suspension de esporas, mientras que
para los experimentos en medio solido se adicion6 medio solido (perlita), medio mineral y una suspension
de esporas. Los experimentos realizados en medio liquido fueron inoculados con una suspension inicial de
esporas de 1x10° esporas mL”, mientras que los experimentos desarrollados en medio solido fueron
inoculados con 2x10” esporas g™ de perlita seca, de acuerdo a Garcia-Pefa et al. [2001]. Para la preparacion

de la suspension de esporas, las cepas de Fusarium solani una vez propagadas en placas Petri con papa

' Ambiente cerrado que simula las condiciones del biofiltro de lecho fijo
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dextrosa fueron adicionados a las cajas perlas de vidrio, 0.1% de Tween 80 y medio mineral. Las esporas
fueron cosechadas por medio de agitacion vigorosa y se realizaron conteos en camara de Neubauer.
Todos los experimentos en microcosmos fueron realizados en botellas de vidrio de 125 mL

selladas con valvulas de Teflon Mininert (VICI; Precision Sampling, Baton Rouge, LA) (Figura 3.1).

Hexano

valvula
Minimert

H Aire + Hexano M

H 1 Hexano

Hongos
filamentosos

HH HéH /

Figura 3.1 Esquema y fotografia de los microcosmos utilizados.

3.2 FUENTES DE CARBONO, MEDIO MINERAL Y SOPORTE SOLIDO

3.2.1 Fuentes de carbono y medio mineral

Se utilizaron cuatro fuentes de carbono: glucosa (Baker), glicerol (Baker, 99.8%), 1-hexanol (Merck,
>98%) y n-hexano (Tecsiquim México, >95%). El medio mineral utilizado para la propagacion,
mantenimiento y cultivo en los microcosmos y sistema de biofiltracion se muestra en la Tabla 3.1 [Arriaga

y Revah, 2005a]. El pH fue ajustado en 4.0 con HCI (1.0 N) o NaOH (1.0 N).

Tabla 3.1 Medio mineral para el crecimiento de los hongos en microcosmos y columnas de biofiltracion.

Compuesto Concentracion [g L]
NaNO; 18
KH,PO, 13
MgS0,-7H,0 0.38
CaS0,4-2H,0 0.25
CaCl 0.055
FeSO,-7H,0 0.015
MHSO4'H20 0.012
ZnSO4-7H,0 0.013
CoCly-6H,0 0.0015
H;BO; 0.0015
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3.2.2 Soporte solido

El material de soporte solido utilizado en los experimentos en microcosmos y columnas de biofiltracion,
fue un mineral compuesto principalmente por silicato de aluminio. Este material se conoce con el nombre
de perlita o agrolita (Hummert, México). Este material no posee contaminantes, ni sales, es de baja
densidad y ademas posee un pH neutro. Es fisicamente estable, quimicamente inerte y posee una
retencion optima de humedad. También fue utilizado en uno de los experimentos en columnas de
biofiltracion salvado de trigo en mezcla con perlita (30% peso/peso de salvado de trigo y perlita). El
salvado de trigo fue utilizado también como fuente de carbono, para los estudios de aceleracion en la
puesta en marcha de este tipo de biorreactores.

Algunas de las propiedades fisicas de los soportes determinadas fueron: densidad de empaque,
humedad, fraccion de vacio al empacar una columna, tamario de particula y capacidad de adsorcion de n-
hexano en los soportes secos y humedos.

La densidad de empaque seco y humedo fue determinada utilizando una probeta de vidrio de 1 L.
Para esto fue pesada la probeta, posteriormente fue llenada con soporte seco y nuevamente pesada. Se
debe tener presente que este experimento es valido so6lo cuando la relacion de diametro de particula a
diametro de la probeta es menor que 1/10, siendo para el caso de la perlita 0.4/6. La densidad de empaque

fue determinada de acuerdo a la ecuacion (3.1):

_ perlita seca 6 humeda
p Perlita (31)

total

Donde, m es la masa del soporte solido adicionado, g; V es el volumen total de la probeta, L; y p es
la densidad del soporte solido, g L™,

La fraccion de vacio fue determinada llenando una probeta de 1 L con perlita y luego se determino
su peso. Posteriormente fue adicionada agua a la probeta con perlita, comprobando que no existan
burbujas de aire, entonces fue pesada para determinar el peso de agua adicionada. La fraccion de vacio fue

obtenida utilizando la siguiente ecuacion:

_ VEspacio vacio
g = Emo v (3.2)

Total

Donde, V es el volumen de agua adicionada antes y después de agregar la perlita, L.
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El porcentaje de humedad del soporte solido 6 capacidad maxima de retencion de agua fue
determinado colocando una muestra del solido en agua destilada durante 48 horas, de manera de asegurar
que todos los poros estaran llenos de agua. Posteriormente, el soporte fue escurrido hasta no observar
ninguna gota de agua (capacidad maxima de retencion), entonces fue tomada una muestra y pesada.
Luego, la muestra fue secada en una estufa a 100°C durante 48 horas para evaporar el agua absorbida y fue
nuevamente pesada. El porcentaje de humedad fue realizado por triplicado. La maxima capacidad de
retencion de agua por el soporte fue determinada de acuerdo a la ecuacion (3.3). Los resultados fueron

expresados en base htimeda y seca.

m
%Hu = —— %100 (33)

perlita humeda

Donde %Hu es el porcentaje de humedad y m es la masa de agua y perlita. El tamaio de la perlita
utilizada en los experimentos de microcosmos y columnas de biofiltracion, corresponden a los que se
encuentran entre los tamanos de malla: 4.76 mm (malla N°4), 3.36 mm (malla N°6) y 2.36 mm (malla N° 8)
(Tyler standard meshes), cuya distribucion fue de 15%, 56.7% y 28.3%, respectivamente luego de su
tamizado.

La adsorcion de n-hexano en los soportes secos y humedos fueron representados mediante la
isoterma de Freundlich (ecuacion (3.4)) [Den y Pirbzari, 2002]. Para esto fue determinada la
concentracion en equilibrio de n-hexano en fase gaseosa luego de 48 h. La concentracion de n-hexano en
fase gaseosa fue determinada en forma directa por cromatografia de gases. Se adiciono 3 g de soporte en
botellas de 125 mL, tapadas con valvulas Minimert, trabajando con concentraciones en fase gaseosa inicial
entre 1 a 17 g m”. La cantidad de n-hexano adsorbida en los soportes fue determinada por balance de
materia. Los soportes adicionados fueron previamente secados a 105°C durante 24 h. La misma
metodologia fue utilizada para ambos soportes utilizados (perlita y salvado de trigo).

La siguiente ecuacion empirica describe la isoterma de Freundlich [Den y Pirbzari, 2002],

utilizada para la interpretacion de la adsorcion de n-hexano en los soportes solidos utilizados:

1

q. = K.C.™ (3.4)

Donde, g es la cantidad de n-hexano adsorbido en la perlita o salvado de trigo, mggexano g'lsohdo; C.

. 1ol . 3
es la concentracion de n-hexano en equilibrio en la fase gaseosa, mgpexano M ™; Kg y nf son constantes.
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3.3 METODOILOGIA EXPERIMENTAL

El diagrama de flujo mostrado en la Figura 3.2 indica los experimentos realizados y el objetivo de ellos. Los
experimentos fueron separados en dos grupos. El primer grupo corresponde a los experimentos en
microcosmos y el segundo a los experimentos en columnas empacadas (biofiltros de lecho fijo). Los
primeros experimentos tuvieron como objetivo principal la determinacion de los parametros necesarios
para realizar la simulacion del modelo matematico, ademas de entregar informacion de los efectos sobre
las propiedades fisico-quimicas, biologicas y morfologicas del crecimiento de los hongos bajo diferentes
fuentes de carbono y tipo de medio (liquido o solido). También fueron determinados los parametros
cinéticos del hongo Fusarium solani.

El segundo grupo de experimentos tuvo como objetivo principal, obtener informacion necesaria
para la validacion del modelo matematico desarrollado. También fueron realizados experimentos para
determinar la capacidad de biodegradacion de n-hexano para el hongo crecido inicialmente en diferentes
fuentes de carbono. Estos experimentos tuvieron como objetivo establecer una metodologia que permita

acelerar la operacion de este tipo de biofiltros de lecho fijo.

| EXPERIMENTOS l

v

A 4

MICROCOSMOS [— COLUMNAS
EMPACADAS
v ! ~~
Parametros Parametros de
Bioldgicos [| Transferencia de masa
Puesta en marcha bajo Cinética de consumo
l diferentes fuentes de y mineralizacion de
carbono inicial n-hexano
Parametros
cinéticos: . 4
Kam Knmy Bnax Me Coeficiente de particion: v
v Keql, Kqu . L
- Validacion del modelo
Parametros morfologicos: tedrico.
@, 0y Ky, Loy, L tpeeennee
\ 4 R Adsorcion de A2
Parametros intrinsecos: ”| Hexano en soporte -Prueba diferentes fuentes de carbono
Y Yn sélido inicial.
-Adicién de soporte organico.
v \4
-Estudio del efecto en la morfologia del -Estudio de la hidrofébicidad del hongo bajo
hongo bajo diferentes fuentes de carbono diferentes fuentes de carbono
-Estudio del efecto de la fuente de carbono en la
particion

Figura 3.2 Diagrama de experimentos realizados. Donde, Ksyy Ky son las constantes de afinidad de n-
hexano y fuente de nitrogeno respectivamente, py.x es la velocidad maxima de crecimiento, mc es el
coeficiente de mantenimiento celular, Y4 e Yy son los rendimientos celulares de n-hexano y nitrogeno
respectivamente y K., son las constantes de equilibrio del sistema.
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Objetivos experimentos realizados en microcosmos

Cinética de crecimiento de Fusarium solani. El objetivo de este experimento fue estudiar la
cinética de crecimiento del hongo filamentoso y determinar las constantes de afinidad de n-hexano,
constante de inhibicion de n-hexano y la velocidad maxima de crecimiento. Estos parametros fueron
utilizados para la simulacion del modelo matematico desarrollado.

Coeficiente de mantenimiento celular. El objetivo de este experimentos fue establecer el aporte
al consumo de n-hexano por el hongo Fusarium solani debido a mantenimiento celular con respecto al
consumo total de n-hexano, ademas de determinar dicho coeficiente para ser utilizado en la simulacion
del modelo.

Rendimiento celular. El objetivo de este experimento fue determinar la cantidad de n-hexano y
fuente de nitrogeno consumido para produccion de biomasa. Estos parametros también fueron utilizados
para realizar el balance de carbono en las columnas de biofiltracion, ademas de ser utilizados para la
simulacion del modelo matematico desarrollado.

Coeficiente de particion de n-hexano: El objetivo de este experimento fue determinar el efecto
que tiene la utilizacion de diferentes fuentes de carbono para crecimiento de Fusarium solani en la posterior
particion de n-hexano gaseosos sobre la biomasa crecida previamente en estas fuentes de carbono. Este
experimento también permiti6 determinar el valor del coeficiente de particion utilizado para la
simulacion del modelo matematico.

Hidrofobicidad superficial El objetivo de este experimento fue determinar el efecto de la
utilizacion de diferentes fuentes de carbono para crecimiento en las propiedades hidrofobicas de Fusarium
solani.

Constante de afinidad de la fuente de nitrogeno. El objetivo de este experimento fue
determinar la constante de afinidad de la fuente de nitrogeno para ser utilizada en la simulacion del
modelo matematico desarrollado.

Microcultivos. El objetivo de desarrollar microcultivos fue determinar los diferentes parametros
morfologicos necesarios para la simulacion del modelo de crecimiento y modelo del biofiltro de lecho fijo.
También fueron utilizados para determinar el efecto de la utilizacion de diferentes fuentes de carbono
sobre la morfologia del hongo.

Crecimiento de biomasa sobre agar. El objetivo de este experimento fue determinar el efecto de
la utilizacion de diferentes fuentes de carbono para crecimiento, en la velocidad lineal de crecimiento del

hongo filamentoso.
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Columnas de biofiltracion

El estudio en columnas de biofiltracion tuvo dos objetivos, el primero de ellos fue establecer el efecto del
uso de diferentes fuentes de carbono en la aceleracion de la puesta en marcha del biofiltro de lecho fijo. E1
segundo objetivo, fue obtener informacion necesaria que permita validar el modelo matematico

desarrollado.

3.3.1 Experimentos en microcosmos

Cinética de crecimiento de Fusarium solani

Para la determinacion de la cinética de crecimiento de Fusarium solani en n-hexano, fue utilizado el modelo
de Haldane [Shuler y Kargi, 2003]. De este mismo modelo se determinaron los valores de la velocidad
especifica de crecimiento maxima, la constante de afinidad para n-hexano y la constante de inhibicion. La

relacion de Haldane puede ser expresada de acuerdo a la ecuacion (3.5):

(3.55)

Donde: P es la velocidad especifica maxima de crecimiento, h™; Ky es la constante de afinidad,
g m™; K; es la constante de inhibicion, g m>; y Cy es la concentracion de n-hexano, g m>.

Los parametros cinéticos para n-hexano fueron medidos por produccion de CO, (respirometria).
Para los experimentos de respirometria, fueron adicionados 1.5 g de perlita mezclados con 10 mL de medio
mineral y posteriormente inoculado con una suspension de esporas. La produccion de CO, fue medida a
30°C en microcosmos utilizando una concentracion inicial de n-hexano en el espacio vacio entre 1.6 - 31 g
m”. Los valores de pmax, Kan y K fueron calculados basados en dos medidas independientes por cada
punto de produccion de CO,. La relacion entre la produccion de CO, y el crecimiento de la biomasa fue

obtenida de acuerdo a Viniegra-Gonzalez [1997] (Ver Anexo A).

Coceficiente de mantenimiento

El coeficiente de mantenimiento es usado para describir la velocidad especifica de utilizacion de sustrato
para el mantenimiento celular. Esta se puede definir como la cantidad de sustrato utilizado en el tiempo
para mantenimiento por una cantidad determinada de biomasa. Este fue expresado de acuerdo a Shuler y

Kargi [2003]:
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En donde la derivada del sustrato con respecto al tiempo indica la disminucion del sustrato al ser
consumido para mantenimiento y X es la concentracion celular.

El coeficiente de mantenimiento fue obtenido experimentalmente con hongos previamente
crecidos en medio liquido con l-hexanol (debido a la mayor velocidad de crecimiento del hongo
filamentoso en esta fuente de carbono y su semejanza con la fuente de carbono de interés, n-hexano).
Posteriormente la biomasa fue filtrada en forma estéril en un filtro Nalgene ® Filter Holders con una
membrana Nucleopore (Polycarbonato 1.0 pm, D 47 mm). Luego fue lavada tres veces con una solucion
estéril de buffer fosfato 0.01 M (pH 7), de forma de eliminar todos los residuos de medio mineral y fuente
de carbono, de forma que el consumo de carbono solo fuera por mantenimiento y no exista crecimiento del
hongo.

Posteriormente la biomasa fue puesta en microcosmos y fue adicionado 4 pL de n-hexano (sin
medio mineral) para obtener una concentracion inicial en el espacio vacio de 30 gm™.

El consumo de n-hexano y produccion de CO, fueron medidos en forma directa por cromatografia
de gases. El porcentaje de mineralizacion del experimento fue determinado de acuerdo al Anexo B. Una
vez agotado el n-hexano, fue determinada la masa celular mediante peso seco. Los experimentos fueron

realizados por triplicado.

Rendimiento celular
El rendimiento celular se define como la masa celular obtenida por unidad de nutriente o fuente de
carbono consumido [Shuler y Kargi, 2003]. Para el caso de la fuente de carbono su determinacion fue

realizada utilizando la ecuacion (3.7):

AX X, - X, Masa celular producida
Y — — j—
%o -AS (S, -S

(.7)

) Fuente de carbono consumido

Donde, X, es la masa celular inicial, g; Xy es la masa celular final, g; Sy es la masa inicial de la
fuente de carbono, g; y S¢es la masa final de la fuente de carbono, g.

La determinacion experimental del rendimiento celular fue realizada en medio liquido, utilizando
microcosmos de 500 mL tapados con valvulas de teflon Minimert. Fueron preparadas botellas para cada

fuente de carbono (microcosmos), adicionando 80 mL de medio mineral (Tabla 3.1) y fuente de carbono
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con una concentracion de 1 g L™ (glucosa, glicerol y 1-hexanol). La determinacion de la biomasa final fue
realizada por peso seco. El consumo de glicerol, glucosa y 1-hexanol en cada microcosmo fue determinado
por produccion de CO, hasta alcanzar el estado estacionario.

Para la determinacion del rendimiento celular de la fuente de nitrogeno, fue utilizado un balance
de los contenidos del elemento en la célula y en el reactivo nutriente [Acevedo et al., 2002], lo que conduce

a la siguiente ecuacion:

o )
Yy _ % del elemento en el nutriente (3.8)
N

% del elemento en la biomasa

La ecuacion (3.8) considera que todo el nutriente (fuente de nitrogeno) es utilizado para
crecimiento y por lo tanto supone nula la cantidad utilizada para mantenimiento y produccion. Lo cual
puede ser valido para la fuente de nitrégeno, no asi para la fuente de carbono y energia.

Para la determinacion del rendimiento de la fuente de nitrogeno, fue utilizado el hongo crecido en
medio liquido con 1-hexanol como fuente de carbono y energia mas el medio mineral. Una vez obtenida la
biomasa, esta fue filtrada y secada a 100°C durante 24 horas. La biomasa seca fue molida y posteriormente

fue realizado un analisis elemental para determinar su composicion.

Coeficiente de particion de n-hexano

El coeficiente de particion de n-hexano en biomasa fue determinado para la biomasa crecida en 1-hexanol,
n-hexano, glucosa y glicerol en medio liquido y solido. Para algunos experimentos, fueron extraidos los
lipidos y entonces posteriormente la particion de n-hexano fue evaluada en la biomasa sin lipidos. Los
hongos fueron lavados con buffer fosfato pH 7 y secados a temperatura ambiente con silica.
Posteriormente diferentes pesos de biomasa y biomasa con perlita molida fueron adicionados en
microcosmos, luego fueron esterilizados en siendo confirmada la finalizacion de la actividad biologica de
las muestras por ausencia en la produccion de CO,. Luego, 2 pL de n-hexano fueron adicionados y las
muestras fueron mantenidas 48 h a 30 °C. La concentracion de n-hexano en el espacio vacio [Cespacio vacio» &
rn'3] fue determinada por cromatografia. La concentracion de n-hexano en la biomasa [Chiomasa, & m'3] fue

obtenida por balance de materia. El coeficiente de particion puede ser expresado como [Kyiomasal:

C._ ..
__ espacio vacio
biomasa C (39)

biomasa
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Para una mezcla de biomasa seca y grasa en contacto con la fase gaseosa, el coeficiente de
particion fue definido con la ecuacion (3.10) [Davison et al., 2000] y para una mezcla con biomasa humeda

con la ecuacion (3.11).

1 X libre de lipido
__ " lipidos biomasa
Kseca - K + libre de lipido (310)
biomasa lipidos biomasa
seca
1 — Xbiomasa + Xagua (3 11)
Khumeda Kseca K :
biomasa biomasa agua

Donde: x son las fracciones de agua, grasa y/o biomasa, K es el coeficiente de particion de n-
hexano en biomasa, agua, grasa y mezcla.

El coeficiente de particion de n-hexano en agua, fue determinado adicionando 35 mL de agua
destilada en microcosmos. Se adiciono 3.5, 2.6, 2 y 1 uL de n-hexano manteniendo las botellas a 30°C,
obteniendo 27.1,22.4,18.5y 9.7 gm” en la fase gaseosa. Luego de 48 h fue determinada la concentracion de
n-hexano en la fase gaseosa. La concentracion de n-hexano en el agua fue determinada por balance de

materia.

Hidrofobicidad superficial

La hidrofobicidad superficial del hongo fue determinada con el angulo de contacto de una gota de agua de
acuerdo a Smits et al. [2003] y Wosten y de Vocht [2000], utilizando el criterio esquematizado en la
Figura 3.4. Los hongos fueron crecidos sobre membranas puestas en placas Petri con medio mineral en 15
g L! Agar Noble (Difco™ Agar Noble, Becton Dickinson USA) con cuatro fuentes de carbono: glucosa, 10
g L' glicerol, 10 g L'"; I-hexanol, 0.5 g L'y n-hexano a 30 g m” en ambiente cerrado. Dos membranas
diferentes fueron utilizadas: una hidrofobica (Millipore, Durapore® Membrane Filters, 0.45 um, diametro

47 mm) y una hidrofilica (Millipore, cellulose membrane 0.45 um, diametro 47 mm).

En el centro de la placa Petri y sobre la membrana fue inoculado el hongo filamentoso. Luego las
placas fueron cultivadas en una camara a 30°C con un tiempo de crecimiento de 1 a 5 semanas,
dependiendo de la velocidad de crecimiento en cada una de las fuentes de carbono. Cuando la membrana
fue cubierta completamente por el hongo esta fue recobrada y puesta sobre una superficie de vidrio.
Entonces, 10 pL de agua fueron puestos sobre la supertficie y fotogratiada con una camara digital luego de 5

segundos. Se considero despreciable la evaporacion del agua en este tiempo. El angulo de contacto fue
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medido desde la foto digital utilizando el programa computacional Image ] v1.34s (Wayne Rashband,

National Institute of Health, USA). En la Figura 3.3 se muestra un esquema del sistema experimental y en

la Figura 3.4 se muestra un esquema del angulo de contacto de una gota de agua, para establecer el criterio

de hidrofobicidad.

Los resultados fueron obtenidos de 3 fotografias digitales para cada tipo de membrana utilizada,

de las cuales fueron realizadas 3 replicas para cada fuente de carbono. Es decir, para una fuente de carbono

fueron utilizadas dos tipos de membranas (hidrofobicas e hidrofilicas), en las cuales fue crecido el hongo

por triplicado para cada tipo de membrana, luego fueron fotografiados 3 angulos de contacto para cada

replica, obteniendo para cada par membrana/fuente de carbono 9 fotogratfias, de las cuales se obtuvo un

angulo de contacto. Lo mismo fue realizado para las otras fuentes de carbono y membrana.

Vista Frontal
Gota de agua
Superficie
\ de vidrio

4 —>
Diametro

Pantalla
blanca

Vista Superior

Soporte /—\

Camara

Membrana Digital

Vidrio \/

con hongos

Figura 3.3 Esquema sistema experimental utilizado para la determinacion del angulo de contacto

Gota de agua
9 /%

Hidrofébico

Hidrofilico

Figura 3.4. Esquema para la medicion del angulo de contacto de una gota de agua (adaptado de Wessels,

[1996]).
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Constante de afinidad de la fuente de nitrogeno (respirometria)
El consumo de oxigeno, fue medido con un oximetro YSI mod. 50B, en un reactor de 1.65 mL. La forma de
adicionar los “reactivos”, fue agregando secuencialmente al reactor de 1.60 mL de buffer fosfato,
suspension concentrada de hongos (Fusarium solani) para prueba biotica (415.5 mgproreina 165160 MZhiomasa
L"), solucion concentrada de NaNOs en el rango de 0.3 a 6.1 g L™ en el reactor y finalmente el sistema fue
cerrado procediendo al monitoreo en linea del oxigeno disuelto. La determinacion de la concentracion de
biomasa fue realizada por peso seco. La adquisicion de los datos fue realizada en linea con un sensor de
oxigeno conectado a una computadora, equipado con el sofware National Instruments LabView 7.1.

La suspension concentrada de hongos utilizada, fue lavada 3 veces con buffer fosfato, luego fue

dejada en suspension en buffer durante 24 h a 30°C, antes de ser utilizada.

Microcultivos
Para la determinacion de los efectos de las fuentes de carbono sobre la morfologia de los hongos
filamentosos, fueron realizados experimentos en microcultivos. Los microcultivos fueron realizados en
placas Petri, en las cuales fue puesta una varilla de vidrio en forma de “V” y posteriormente esterilizadas.
Los microcultivos fueron preparados con Agar Noble (15 g L") (Difco™ Agar Noble, Becton Dickinson
USA), medio mineral y como fuentes de carbono glicerol (0.7 g L) y I-hexanol (0.7 g L™"). Algunas placas
fueron preparadas sin fuente de carbono para ser puestas en un ambiente cerrado de n-hexanoa 7 gm” en
fase gaseosa. Las placas fueron cubiertas hasta una profundidad de 5 mm y luego fueron cortados bloques
de agar de 1.5 cm”’. Estos fueron puestos sobre la superficie del portaobjeto (Figura 3.5). Posteriormente
esporas de Fusarium solani fueron inoculadas por piquete en los cuatro cuadrantes del bloque de agar y
entonces fue puesto un cubreobjeto estéril sobre la superficie. Los microcultivos fueron cultivados a 30°C
entre 1 y 2 semanas dependiendo de la fuente de carbono. Los microcultivos fueron realizados por
cuadruplicado para cada fuente de carbono.

Una solucion de glicerina (5% v/v) fue utilizada para controlar la humedad en la placa y evitar su
sequedad.

Las fotografias digitales fueron analizados utilizando el programa computacional Image J v1.34s
(Wayne Rasband, National Institute of Health, USA). El analisis de imagen fue estandarizado con un

portaobjeto marca NIKON calibrado con una escala de 0.0l mm (Anexo C).

Crecimiento de biomasa sobre agar
Los hongos fueron crecidos en placas Petri a las mismas condiciones y fuentes de carbono utilizadas en los
microcultivos. También fueron preparadas placas con membranas para la determinacion de la variacion de

la biomasa en el tiempo y sin membranas para la determinacion de la velocidad de crecimiento lineal de la
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colonia. Las membranas hidrofilicas utilizadas (Millipore, cellulose membrane 0.45 pm, diametro 47 mm)
fueron puestas sobre el agar solido, en las cuales la inoculacion fue realizada con una suspension de
esporas en el centro de la membrana. Para el caso de la velocidad lineal de la colonia, esta fue inoculada
por piquete en el centro de la placa sin membrana. Las placas fueron cultivadas a 30°C entre 1 a 2 semanas,

dependiendo de la velocidad de crecimiento en cada fuente de carbono. Las muestras fueron realizadas

por triplicado.
Inoculo
) ]
Cubreobjetos Trozo de agar
Varilla de Solucion de Portaobjetos
vidrio glicerina

Figura 3.5 Esquema y fotografia del sistema utilizado para los microcultivos.

3.3.2 Columnas de biofiltracion de lecho fijo

El sistema de biofiltracion de lecho fijo utilizado para los diferentes ensayos realizados, corresponde a una
columna de vidrio de I m con un diametro interno de 0.07 m (Figura 3.6a,b), la cual fue separada en tres
etapas de igual tamano. El sistema de biofiltracion de lecho fijo fue mantenido a una temperatura de 30 +
3°C en una camara termo-regulada, en todos los experimentos.

Los biofiltros de lecho fijo fueron empacados con 2.5 L de perlita (250 g, con una fraccion de vacio
de 68% y tamano de particula de 3.4 a 4.8 mm) mezcladas con medio mineral, fuentes de carbono
(glicerol, I-hexanol y salvado de trigo) y solucion de esporas. También fue realizado un control utilizando
solo vapores de n-hexano, el cual fue utilizado ademas para la verificacion del modelo. El lixiviado
generado en las columnas fue recirculado a través del empaque durante el inicio de los experimentos para
un mejor aprovechamiento de la solucion de esporas adicionada.

Aire fresco es pasado por un saturador para mezclarlo con n-hexano. Luego el aire saturado con n-
hexano fue mezclado con aire humedo proveniente del humidificador y entonces introducido por el tope
del biofiltro de lecho fijo usando un flujo descendente de 1.2 T min™, el cual fue controlado con un
rotametro Cole Palmer, USA a la salida del biorreactor. El flujo de aire humidificado y el flujo de aire con

n-hexano fueron controlados con valvulas de precision y medidos con rotametros.

AO. Vergara-Fernandez



Capitulo Tres Materiales y Métodos Experimentales

El flujo utilizado correspondi6 a un tiempo de residencia en el lecho vacio de 1.3 min,
correspondiente a una velocidad superficial de 27.5 m h™, trabajando a una carga de entrada de n-hexano
de325gm”h™.

Una mezcla de agua con lixiviado recirculado fue rociado periodicamente para el control de la
humedad y reutilizacion de nutrientes. En todos los experimentos fue adicionado cloramfenicol (20 g m™)
junto con el medio mineral para limitar el crecimiento bacteriano.

En este estudio fueron evaluados cuatro biofiltros. En el primer biofiltro (biofiltro Bl), los hongos
fueron crecidos utilizando solo n-hexano como fuente de carbono, en el segundo biofiltro (biofiltro B2)
inicialmente fueron crecidos en glicerol, el cual fue adicionado liquido junto con el medio mineral a una
concentracion de 10 g L'y posteriormente fue adicionado n-hexano. En el tercer biofiltro (biofiltro B3) los
hongos fueron crecidos inicialmente con 1-hexanol. Este fue adicionad liquido junto con el medio mineral
a una concentracion de 10 g L™ y posteriormente fue adicionado n-hexano. Finalmente el biofiltro B4 fue
empacado con una mezcla de salvado de trigo (309% p/p) y perlita para luego adicionar n-hexano. En todos
los experimentos, la adicion de n-hexano fue realizada una vez que disminuyo en forma significante la
produccion de CO, debido al consumo de las otras fuentes de carbono. En la Tabla 3.2 se muestra un

resumen de las variables de operacion de las columnas de biofiltracion.

Tabla 3.2 Variables de operacion de las columnas de biofiltracion utilizando diferentes fuentes de carbono

para la aceleracion de su puesta en marcha.

Biofiltro Fuente de carbono Inicio alimentacion Parametros medidos

alternativa n-hexano
Bl Ninguna Desde puesta en CO,, consumo n-hexano, AP
marcha
B2 Glicerol Fin produccion CO,  CO,, consumo n-hexano, AP
B3 1-hexanol Fin produccion CO,  CO,, consumo n-hexano, AP
B4 Salvado de trigo Disminucion CO,, consumo n-hexano, AP
importante de CO,

Para evaluar la influencia de la carga de n-hexano en todos los biofiltros, fueron utilizadas
concentraciones de n-hexano entre 0.5 y 12 g m”, manteniendo constante el flujo luego de alcanzado el
estado estacionario en los biofiltros. La concentracion de n-hexano fue controlada utilizando valvulas de
precision para cambiar el flujo de aire que pasa a través del evaporador de n-hexano, manteniendo

constante el flujo de aire.
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Analisis del soporte de las columnas de biofiltracion

Una vez finalizado cada uno de los experimentos en columnas de biofiltracion de lecho fijo, fueron
tomadas muestras del soporte con la biomasa adherida para cada etapa del biofiltro y fue determinado el
pH, coeficiente de particion de n-hexano, humedad, cantidad de biomasa y la velocidad especifica de
consumo de n-hexano (Vuy).

La determinacion de V.« fue realizada en botellas de vidrio de 125 mL, selladas con valvulas de
teflon Mininert (VICI Precision Sampling, Baton Rouge, La., USA). Se adicionaron cinco gramos de
soporte de los biofiltros en las botellas y entonces fueron agregados 10 mL de medio mineral y 3 uL de n-
hexano para obtener una concentracion inicial en el espacio vacio de las botellas de aproximadamente 15
g m”. En algunos experimentos, fue adicionado un inhibidor bacteriano (20 mg L™ cloramfenicol) junto
con el medio mineral.

El consumo de n-hexano en las botellas de vidrio fue medido hasta su término. El modelo
integrado de Gompertz (Anexo D) fue utilizado para obtener Vi, [Acufia et al., 1999].

Para el evaluar el coeficiente de particion en la muestra solida obtenida de cada biofiltro, se utilizo
el procedimiento descrito previamente.

La humedad presente en los biofiltros de lecho fijo al final de su operacion fue estimada utilizando
el método del peso seco. Las mediciones fueron realizadas por triplicado.

Para la determinacion del pH, fueron pesados 5 g de soporte de los biofiltros una vez finalizada su
operacion y luego mezclados con 50 mL de agua destilada por 10 min. Entonces el pH fue obtenido
utilizando un pH-metro (conductronic 20, México). La caida de presion en los biofiltros de lecho fijo,
durante el periodo de operacion de ellos, fue medida en linea utilizando un transductor de presion,

conectado a un sistema de adquisicion de datos.
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Figura 3.6a Diagrama esquematico del sistema de biofiltracion utilizado a escala laboratorio.
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Figura 3.6b Fotografia del sistema de biofiltracion utilizado a escala laboratorio.

3.4 METODOS ANALITICOS

A continuacion se describen los métodos analiticos utilizados en los experimentos realizados en
microcosmos y columnas de biofiltracion: produccion de CO,, consumo de n-hexano, concentracion de

biomasa, hidrofobicidad superficial, coeficiente de particion y morfologia, entre otros.

3.4.1 Produccion de dioxido de carbono (CO,)

La produccion de CO, en los experimentos en microcosmos y columnas de biofiltracion fue determinado
utilizando un TCD-GC (GowMac Series 550, Madison, N.J.) de acuerdo a Aizpuru et al. [2005]. Este
equipo esta provisto con una columna CRT-1 (Alltech, EU) a través de la cual la muestra es arrastrada

utilizando una corriente de helio a un flujo de 65 mL min™. Las temperaturas del inyector, detector y
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columna fueron 50, 70 y 30°C, respectivamente. La sefial entregada por el cromatografo fue obtenida con
un integrador HP 3390A.

La columna permite separar nitrogeno, dioxido de carbono y oxigeno. Las areas son
correlacionadas para calcular las cantidades de cada uno de ellos de acuerdo a las expresiones mostradas
enel Anexo E.

En los experimentos de microcosmos y columnas de biofiltracion, fueron tomadas muestras de 100
pL y 250 pL, respectivamente, con jeringas (Serie A-2, VICI Precision Sampling, Inc., EU) desde la fase

gaseosa. Las muestras fueron tomadas por triplicado para su analisis.

3.4.2 Concentracion de n-hexano

La concentracion de n-hexano en fase gaseosa en los experimentos en microcosmos y columnas de
biofiltracion fue medida con un FID-GC (5890 series II, Hewlet Packard, EU) de acuerdo a lo reportado
por Arriaga y Revah [2005a].

El cromatografo esta equipado con una columna de 30 m x 0.23 mm x 1.8 um (HP-624, EU). Las
temperaturas del horno, inyector y detector fueron 80, 200 y 220°C, respectivamente. Como gas
acarreador fue utilizado nitrégeno (35 mL min™).

Se realizaron dos curvas de calibracion de n-hexano en el rango de 0-40 g m” para inyecciones de
100 y 250 pL que se muestran en el Anexo F. La adquisicion de datos fue realizada en una computadora

conectada en linea, mediante el programa HP3365 Series II Chemstation Version A.03.34.

3.4.3 Determinacion de biomasa
Determinacion por termogravimétria
La biomasa en los experimentos en medio solido fue medida como solidos volatiles con un analizador
termogravimétrico (2950 TGA, TA Instruments, New Castle, DE) de acuerdo a Arriaga y Revah [2005b].
La muestra utilizada corresponde a 30 mg de soporte solido con biomasa, previamente secada a 105°C
durante 14 h, luego las muestra fueron molidas. Las muestras una vez introducidas en el analizador
termogravimétrico fueron calentadas en a 550°C en un horno a una velocidad de calentamiento de 10°C
min™, utilizando nitrogeno como gas de purga a una velocidad de flujo de 100 mL min™. El contenido de
humedad de la muestra fue considerada como la perdida en peso cuando la temperatura fue menor a
100°C. Las pérdidas en peso entre los 100 a 550°C representan el contenido organico y solidos volatiles en
la muestra (biomasa). Una muestra de perlita seca sin biomasa fue utilizada como control (ver Anexo G).
El contenido de material inorganico en la muestra de biomasa fue despreciado. Las mediciones
fueron realizadas por duplicado y el contenido de biomasa fue expresado en miligramos de biomasa por

gramo de perlita seca.
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Determinacion por proteina

La cantidad de biomasa también fue determinada por el método de Lowry. La biomasa determinada por
este método fue expresada como mg proteinag” de biomasa. Para el analisis fue utilizado un Kit de Biorad,
el cual, posee un limite maximo de deteccion de 250 mg L™ La curva de calibrado fue realizada utilizando
como estandar albamina de suero de bovino (ASB). Las muestras y la curva de calibrado fueron medidas
con un espectrometro (UV/Vis Lambda 11, Perkin Elmer, Alemania) a una longitud de onda de 750 nm
(Anexo H). Las muestras previamente fueron hervidas durante 15 min. Posteriormente fue tomada una
alicuota de 200 pL de la suspension con células digeridas y se agregaron los reactivos de Folin, 100 pL del
reactivo A y 800 pL del reactivo B, se agito en un vortex para homogeneizar y se puso en la oscuridad

durante 15 min. Un blanco también fue preparado.

Determinacion por peso seco

La técnica del peso seco también fue utilizada para determinar el contenido de biomasa. Esta fue utilizada
en los experimentos en medio liquido y crecimiento sobre membranas. Para el caso de medio liquido, una
muestra de volumen conocido de liquido con biomasa homogenizado fue tomada y luego puesta en un
platillo de aluminio, previamente pesado. Posteriormente la muestra fue puesta en una estufa a 100°C
durante 24 horas, y finalmente pesada. La concentracion de biomasa fue determinada de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

m .
C — biomasa (312)

muestra

Donde, m es la masa de biomasa y V es el volumen de la muestra analizada. Para la determinacion del
contenido de humedad de Fusarium solani, se utilizaron placas Petri con agar papa dextrosa.
Posteriormente sobre el agar fueron puestas membranas hidrofilicas (Millipore, cellulose membrane 0.45
pm, didmetro 47 mm), sobre las cuales el hongo fue crecido a 37°C. Luego que la membrana fue
completamente cubierta por el hongo esta fue desprendida de las placas Petri y pesada. Entonces las
membranas fueron secadas en una estufa a 100°C durante 24 horas y nuevamente pesadas. La diferencia de
peso es aproximadamente equivalente a la cantidad de humedad presente en el hongo. Se realizo un
blanco siguiendo el mismo procedimiento pero solo con la membrana sin ser inoculada con el hongo. El
experimento fue realizado por triplicado y se supone que todas las membranas poseen el mismo peso.

La humedad fue determinada de acuerdo a la siguiente ecuacion:
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W..-W
Humedad (%)= {w] -100 (G.13)

|25°C

Donde W es el peso de la muestra a 25y 100°C.
La velocidad de crecimiento radial de la colonia fue determinada como el incremento de la colonia

cada 24 horas.

Analisis elemental (CHONS)
El analisis elemental fue realizado a una muestra de Fusarium solani crecido en medio liquido con 1-hexanol
como fuente de carbono, con el objetivo de obtener la composicion de la biomasa.

Para la realizacion del analisis elemental fue utilizado un analizador elemental (CHNS/O
Analyser, Series 11, 2400 Perkin Elmer, USA) que utilizo helio a 600 Ib plg™, oxigeno a 20 lbs plg™ y argon
a 15 Ibs plg™. El equipo fue calibrado utilizando acetanilida (Norwak, CT 06859, USA) como estandar
organico analitico de composicion: carbono, 71.04%; hidrogeno, 6.93%; oxigeno, 11.84%; nitrogeno, 10.37%

y ~COCHj, 31.85%.

3.4.5 Microfotografias (estudio morfologico)

Los hongos crecidos en microcultivos fueron analizados en un Microscopio Optico Nikon Optithop-2 y
fotogratiados con una camara Leica DC 300 conectada al microscopio y un computador. El programa Leica
IM50 (Version 4.0 Release 85) fue utilizado para la adquisicion de las imagenes. Los analisis de imagenes
fueron realizados utilizando el programa computacional Tmage ] v1.34s (Wayne Rasband, National
Institute of Health, USA). Las fotografias fueron digitalizadas a una resolucion de 3132x2325 pixels.

Para la medicion del diametro de las hifas, el objetivo fue seleccionado en 20 y/o 40X y para la
medicion de las longitudes caracteristicas (longitud promedio de los segmentos, Lay; largo critico de
ramificacion, L¢; longitud promedio maxima de las hifas principales, Ly m v longitud promedio maxima
de las ramificaciones, Lyaxp) fueron utilizados los objetivos 4X y/o 10X. Se tomaron 10 fotografias de cada
microcultivo para su analisis. En la Figura 3.7 se muestra un esquema de una hifa ramificada con algunas
de las longitudes caracteristicas determinadas. El analisis de imagen fue estandarizado con un portaobjeto
marca NIKON calibrado con una escala de 0.01 mm (Anexo C)

En la Figura 3.8 se muestra el sistema experimental utilizado para la determinacion de los

diferentes parametros morfologicos en los microcultivos.
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Figura 3.7 Esquema de una hifa ramificada.

Figura 3.8 Sistema experimental para la adquisicion y analisis de imagenes.

3.4.6 Extraccion de lipidos

La extraccion de los lipidos del hongo fue realizada utilizando un equipo Soxhlet. La biomasa utilizada

fue previamente crecida en medio liquido hasta término de la fuente de carbono. Fueron realizados

diferentes experimentos utilizando como fuente de carbono glucosa, glicerol y 1-hexanol, luego fue

centrifugada y separada del medio mineral restante. La biomasa obtenida fue depositada en capachos de

extraccion de celulosa (Whatman, Cellulose Extraction Thimbles, didmetro interno 26 mm x longitud

externa 60 mm) y los lipidos presentes fueron extraidos utilizando n-hexano como solvente. El sistema

fue corrido durante 18 horas y el n-hexano fue evaporado y los lipidos pesados.

AO. Vergara-Fernandez



Capitulo Tres Materiales y Métodos Experimentales

3.5 TERMINOLOGIA UTILIZADA PARA LA INTERPRETACION DE 1OS
RESULTADOS DE BIOFILTRACION

A continuacion se muestra la terminologia mas comun utilizada en biofiltracion de gases, la que fue
también utilizada en este trabajo para reportar los resultados de las columnas de biofiltracion y el modelo
matematico.

Tiempo de residencia en el espacio vacio del lecho: este término esta relacionado con el paso de aire por el
biorreactor (biofiltro de lecho fijo), considerando el volumen de espacio vacio real en el reactor, tomando
la porosidad del lecho utilizado.

Carga volumétrica y velocidad superficial: 1a carga volumétrica y la velocidad superficial, son términos
normalizados para medir el aire alimentado al sistema y se definen como la masa del contaminante por
volumen de reactor en el tiempo y como la velocidad del gas a través del espacio vacio, respectivamente.

Carga mdsica de entrada: esta se refiere a la cantidad de contaminantes que ingresa al sistema. Esta es
comunmente normalizada con el volumen del reactor.

Capacidad de eliminacion y eficiencia de eliminacion: estos dos términos en conjunto definen el
funcionamiento del sistema. Esta define la cantidad eliminada del contaminante por volumen de reactor
utilizada en el tiempo.

A continuacion en la Tabla 3.3 se muestran las ecuaciones utilizadas en esta terminologia.

Tabla 3.3 Terminologia utilizada en la biofiltracion de gases para la expresion de los resultados.

Terminologia Ecuacion
, . V. x¢g
EBRT, tiempo de residencia T = — (314)
Q
Carga volumétrica VL = % (315)
Q Q
Velocidad superficial vV, = — 316); v . = 317
p s A ( ) sVacia A X g ( )
QxC,
Carga masica de entrada ML = Tg (318)
Qx(C, -C,)
Capacidad de eliminacion CE = % (3.19)
(C i C 0)
Eficiencia de eliminacion %RE =100 x ————=— (3.20)

gi
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Donde:
A - Area transversal del biofiltro, [m’]
Cg  :Concentracion inicial del COV, [gm”]

Cg  :Concentracion de salida de COV, [gm”]

CE  :Capacidad de eliminacion del biofiltro de lecho fijo, [gm~h™]
ML  :Carga masica de entrada del COV, [gm” h™]

Q : Flujo volumétrico del gas, [m*h™

%RE : Eficiencia de eliminacion del biofiltro de lecho fjo, [%]

V; : Volumen total de reactor, [m’]

VL  :Carga volumétrica del COV, [m’h™'m”]

Vs : Velocidad superficial de la fase gaseosa, [m h™]

Vsvacio : Velocidad superficial de la fase gaseosa efectiva, [m h'l]

Simbolos
€ : Fraccion de vacio del lecho
T : Tiempo de residencia para area efectiva, [h]
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CAPITULO CUATRO

RESULTADOS Y DISCUSIONES I:

Parametros Fisicoquimicos y Cinéticos

“Planear: preocuparse por encontrar el mejor método

para lograr un resultado accidental”. Ambrose Bierce

En el presente capitulo se muestran los diferentes parametros fisico-quimicos y biologicos determinados
experimentalmente, y que fueron utilizados para la simulacion del modelo matematico desarrollado. Por
otro lado, se presentan los resultados que dan respuesta a los efectos causados sobre la hidrofobocidad y
coeficiente de particion de n-hexano en Fusarium solani, al utilizar diferentes fuentes de carbono para
crecimiento, de manera de establecer si existe una relacion entre estas fuentes de carbono y las
propiedades hidrofobicas que posee el hongo. Los resultados obtenidos y mostrados en este capitulo,

tuvieron por fin responder a los objetivos 1y 2 planteados en la tesis.

41 PARAMETROS FISICOQUIMICOS DE LOS SOPORTES

Los soportes utilizados en los experimentos en medio solido (microcosmos y en columnas de
biofiltracion) fueron perlita y salvado de trigo (Figura 4.1). Para estos soportes fueron determinados
diferentes parametros fisicoquimicos, los que permitieron establecer caracteristicas y condiciones de
operacion. Con estos valores fue posible determinar la cantidad soporte a utilizar y el medio mineral que
se adiciono a las columnas de biofiltracion, de manera de saturar el lecho. Ademas, algunos de los

parametros fueron utilizados en la simulacion del modelo matematico desarrollado.
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En la Tabla 4.1 se muestran los resultados obtenidos para perlita y salvado de trigo. De la Tabla 4.1
se observa que la capacidad de adsorcion maxima de n-hexano en perlita himeda y seca es baja. Lo cual
argumenta la consideracion de despreciar este efecto en el modelo matematico. Por otro lado, la adsorcion
de n-hexano solo ocurre en los primeros instantes de operacion del biofiltro, ya que una vez alcanzado el

equilibrio (saturacion del soporte), ya no existe eliminacion de n-hexano debido a este fenomeno.

Tabla 4.1 Parametros fisicoquimicos de perlita y salvado de trigo

Parametro Valor Unidad

Perlita
Capacidad de retencion de agua, base humeda 0.732 g aoua € perlita hmeda
Capacidad de retencion de agua, base seca 2.731 S aoua & perlita seca
Fraccion de vacio 0.68 m’m’
Densidad de lecho seco (al empacar) 0.083 & perlita scea ML
Densidad de lecho htmedo (al empacar) 0.337 & perlita himeda mL?
Adsorcion maxima de n-hexano (seca) 0.15 ME hexano g'lperhta
Adsorcion maxima de n-hexano (htimeda) 0.12 ME hexano & perlita

Salvado de Trigo
Capacidad de retencion de agua, base humeda 0.784 g aoua € salvado himeda
Capacidad de retencion de agua, base seca 3.632 2 agua & salvado seca
Densidad de lecho seco (al empacar) 0.386 g calvado seco ML
Densidad de lecho hiimedo (al empacar) 0.997 g ivado hamedo ML
Adsorcion maxima de n-hexano (seca) 0.26 Mg hexano g'lsalvado ceco
Adsorcion maxima de n-hexano (htimeda) 0.18 ME hexano g’ls_almdo hiimedo

Salvado de Tri g0

1

Salvado de ro

Figura 4.1 Fotografias de los soportes utilizados en las diferentes experiencias. Perlita y Salvado de Trigo.
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4.1.1 Adsorcion de n-hexano
Los experimentos realizados generaron las curvas que muestran la adsorcion de n-hexano en perlitas y
salvado de trigo, seco y humedo, a diferentes concentraciones de gas inicial. Los resultados fueron

correlacionados con la isoterma de Freundilch (Figura 4.2).
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Concentracion de hexano fase gasesosa en equilibrio (g/mg)
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Figura 4.2 Curva experimental de adsorcion en equilibrio de n-hexano y ajustes realizados a la isoterma
de Freundlich: (A) en perlita seca y huimeda, (B) salvado de trigo seco y himedo. Donde, . es la cantidad
de n-hexano adsorbido en la perlita o salvado de trigo, mgexano g'lséhdo; C. es la concentracion de n-hexano

1o e -3
en equilibrio en la fase gaseosa, mgpexano M ; Kg y nf son constantes.

De la Figura 4.2 se observa, que la adsorcion de n-hexano en perlita htimeda fue menor a la

observada en perlita seca. Esto fue debido a las caracteristicas hidrofobicas de n-hexano, generandose una
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menor adsorcion al existir una pelicula de agua. El mismo comportamiento fue observado para salvado de
trigo.

Es posible también observar que para el caso de los soportes secos, la capacidad de adsorcion de
n-hexano en salvado de trigo es aproximadamente el doble de la obtenida en perlita. Sin embargo, para el
caso de los soportes htimedos la capacidad de adsorcion es similar. Esto puede ser debido a la pelicula de
agua que recubre ambos soportes, que transforma a estos en soportes mas hidrofilicos, alcanzando por lo
tanto capacidades maximas de adsorcion de n-hexano similares.

Los valores obtenidos al ajustar los datos experimentales a la isoterma de Freundlich para perlita
seca fueron; para K 20.67 mg/g(m’/mg)" y para “n” 1.122. Por otro lado, para perlita hatmeda se obtuvo
para K;17.7 mg/g(m’/mg)" y para “n” 1.32.

Los valores obtenidos al ajustar los datos experimentales a la isoterma de Freundlich para salvado
de trigo seco fueron; para Ky 19.67 mg/g(m’/mg)" y para “n” 1.0. Mientras que para el salvado de trigo

htmedo se obtuvo para K;17.67 mg/g(m’/mg)" y para “n” 1.22.

4.2 COEFICIENTE DE PARTICION DE n-HEXANO (K)

Los experimentos de particion de n-hexano en biomasa fueron realizados para determinar el efecto que
posee la utilizacion de diferentes fuentes de carbono para crecimiento, en la biodisponibilidad del para su
posterior biodegradacion. Para esto fueron crecidos los hongos en microcosmos utilizando 3 fuentes de
carbono diferentes, realizando luego los estudios de particion de n-hexano sobre el hongo seco e inactivo.
Ademas fue determinado el coeficiente de particion de n-hexano en Fusarium solani para ser utilizado en la
simulacion del modelo matematico desarrollado.

La Tabla 4.2 muestra el coeficiente de particion de n-hexano (K) con diferentes sustratos y
condiciones de crecimiento. El coeficiente de particion de n-hexano fue también evaluado en agua, como
un experimento de control (Anexo I), encontrandose valores semejantes a los reportados en literatura
[Zhu et al,, 2004; Card, 1998]. Para cada grupo de experimentos, los hongos crecidos en 1-hexanol
muestran los coeficientes de particion mas bajos (alta solubilidad), mientras que el coeficiente de
particion de n-hexano para crecimiento en glicerol y glucosa estuvieron en el mismo rango.

Los experimentos El a E3 de la Tabla 4.2 muestran el coeficiente de particion de n-hexano de F.
solani crecido en medio liquido con diferentes fuentes de carbono. El crecimiento del hongo en n-hexano
fue extremadamente lento y por lo tanto no es reportado. Para evaluar el efecto de las grasas celulares en el
coeficiente de particion de n-hexano, estos fueron extraidos de la biomasa, encontrandose, 10.5% (p/p) de

grasas cuando fueron crecidos en 1-hexanol, 8.5% (p/p) en glicerol y 7.1% (p/p) en glucosa.
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El coeficiente de particion de n-hexano fue evaluado en la biomasa libre de grasa (experimentos
E4 a E6 mostrados en la Tabla 4.2) y para cada fuente de carbono este fue altamente consistente con el
coeficiente de particion de n-hexano de la biomasa completa. Cerca de un 30% de incremento fue
encontrado para glicerol y 1-hexanol, mientras que un 35% para glucosa. Estos resultados sugieren que las
condiciones de crecimiento afectan al coeficiente de particion de n-hexano, debido a la acumulacion de
diferentes concentraciones de grasas y por la modificacion de la porcion no grasa. El coeficiente de
particion de n-hexano en grasa fue 0.052(£0.012) obtenido con la ecuacion (3.10, capitulo tres) y de los

datos obtenidos de los experimentos El a E3 y E4 a E6.

Tabla 4.2 Efecto de la fuente de carbono en el coeficiente de particion de n-hexano (K) en la biomasa a
30°C.

N° Exp. Fuente de carbono para Biomasa K (Jg/m’]/[g/m’]) K calculado sobre
crecimiento (MZhiomasa/ Sperlita) (experimental) biomasa hameda®
([g/m’]/[g/m’])
Medio liquido™
El Glicerol e 0.19(£0.05) 0.84(£0.22)
E2 Glucosa - 0.24(0.03) 1.04(£0.11)
E3 1-Hexanol - 0.08(£0.01) 0.41(%0.05)
Medio liquido / biomasa sin grasa‘”
E4 Glicerol - 0.26(0.003) 1.05(+0.01)
E5 Glucosa . 0.35(£0.04) 1.36(%0.16)
E6 1-Hexanol 0.1(£0.005) 0.50(£0.02)
Medio solido (perlita)®
E7 Glicerol 62.9 0.11(%0.01) 0.55(%0.06)
E8 Glucosa 49.6 0.12(£0.03) 0.60(£0.13)
E9 1-Hexanol 17.2 0.04(£0.02) 0.22(+0.13)
Medio solido (perlita) después de biodegradacion de n-hexano®®®)
E10 Glicerol 34.7 0.08(+0.008) 0.42(£0.04)
Ell Glucosa 41.0 0.054(+0.012) 0.29(%0.006)
EI2 1-Hexanol 24.7 0.033(£0.008) 0.19(£0.04)
Hongo crecido en biofiltros con n-hexano
EI3 n-Hexano 67.4 0.039(£0.006) 0.20(£0.03)
Control
Agua - 42.4(%6.5) o
Grasa (determinado con la - 0.052(%0.012) -
Ec. 4.10)

© Obtenidos de la ecuacion (3.11) con 82% (p/p) de agua ” Experimentos en botellas cerradas; 2 a 8
semanas dependiendo de la fuente de carbono y entonces una semana en n-hexano.

Los experimentos E7 a E9, observados en la Tabla 4.2, muestran que el crecimiento aéreo en

perlita favorece la solubilidad de n-hexano con respecto al cultivo en medio liquido (El a E3), situacion
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observada para las tres fuentes de carbono utilizadas. Para el crecimiento en glucosa y 1-hexanol, fue
observada una disminucion en el coeficiente de particion de cerca de un 50%, mientras que para glicerol
fue de alrededor de 70%.

La generacion de micelios en el solido posiblemente induce las propiedades hidrofobicas
necesarias para la adhesion y para el crecimiento aéreo, de acuerdo a Agosin et al. [1997], estas
propiedades son favorecidas ademas por la presencia de hidrofobinas.

Como se puede observar de la Tabla 4.2, los experimentos E10 a E12 muestran una disminucion
del coeficiente de particion de n-hexano después de una semana de exposicion a n-hexano luego que el
crecimiento fuera realizado en las tres fuentes de carbono (glicerol, glucosa y 1-hexanol). La mayor
disminucion fue para glucosa (mas de 50%) y la menor para 1-hexanol (alrededor de 20%). Estos
resultados indican que los hongos adaptados a n-hexano favorecen la adsorcion del sustrato.

Observaciones en microscopio del micelio crecido en glicerol y 1-hexanol muestran diametros de
3(x0.29) pm y 2(+0.49) pm, respectivamente. Esta diferencia en los diametros predice que para una misma
cantidad de biomasa, la superficie expuesta podria ser dos veces mayor para los hongos crecidos en 1-
hexanol comparado a los crecidos en glicerol, 6sea mayor area superficial para el transporte del
contaminante. Sin embargo, la diferencia puede afectar la permeabilidad del gas y consecuentemente la
transferencia de n-hexano desde la fase gaseosa al micelio.

La Tabla 4.2 también muestra que los coeficientes de particion en n-hexano cuando la biomasa fue
crecida en 1-hexanol (E9 y E12) fueron similares al coeficiente de particion de n-hexano obtenido con
muestras de biomasa utilizada previamente en biofiltros de lecho fijo para la eliminacion de n-hexano, E13.
Es posible que la semejanza en el coeficiente de particion de n-hexano puede estar relacionado al hecho
que l-hexanol es el primer producto de la ruta de biodegradacion de n-hexano, por lo cual el hongo no
realiza cambios importantes en sus caracteristicas hidrofobicas.

El contenido de agua obtenida en el hongo fue 82(20.4)% (p/p); este valor fue utilizado para
estimar, utilizando la ecuacion (3.11), el coeficiente de particion de la biomasa htmeda. La Tabla 4.2
muestra que el coeficiente de particion de n-hexano calculado fue consistentemente mas bajo para el
crecimiento en I-hexanol en comparacion a glucosa y glicerol. El coeficiente de particion de n-hexano de F.
solani crecido en biofiltros tiene un incremento de 200 veces en la biodisponibilidad de n-hexano
comparado con el agua. Aunque estos valores fueron obtenidos in vitro ellos podrian parcialmente explicar
porque los biofiltros fangicos muestran un mejor funcionamiento con sustratos hidrofobicos [van

Groenestijn y Liu, 2002; Arriaga y Revah, 2005a, b; Spigno y De Faveri, 2005].
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4.3 HIDROFOBICIDAD SUPERFICIAL DE Fusarium Solani

La hidrofobicidad supertficial del hongo fue determinada con el angulo de contacto de una gota de agua
sobre la superficie del hongo. Los resultados fueron obtenidos de 3 fotografias digitales para cada
membrana, de las cuales fueron realizadas 3 replicas para cada tipo de membrana y fuente de carbono.

El angulo de contacto de una gota de agua en la superficie de una colonia de hongos se ve
incrementada por su hidrofobicidad [Doyle y Rosenberg, 1990; Smits et al., 2003]. Como se puede ver en la
Tabla 4.3, este angulo de contacto fue consistentemente mayor para la biomasa crecida en membranas
hidrofobicas que en hidrofilicas. Para ambas membranas, los angulos de contacto fueron glucosa < glicerol
<1-hexanol.

La hidrofobicidad de la superficie del hongo crecido en n-hexano y 1-hexanol no muestran una
diferencia significante. Como se puede observar, la hidrofobicidad del hongo F. solani responde al sustrato
utilizado al igual que con el coeficiente de particion de n-hexano. Los angulos de contacto mostrados en la
Tabla 4.3 pueden ser comparados con los datos presentados por Klotz et al. [1985], indicando valores
aproximados de 60° para polimetilmetacrilato y resina acrilica y un angulo de 115° para una superficie
altamente hidrofobica como el Teflon. Ademas, es posible que los sustratos y soportes hidrofobicos
favorezcan la presencia de las hidrofobinas, las cuales mejoran la capacidad de adherencia del hongo a las
superficies solidas y determinan la estructura y la estabilidad de la biopelicula. La Figura 4.3 muestra la
fotografia de una gota de agua sobre la superficie de una colonia de F. solani junto con un esquema del

sistema experimental utilizado para la determinacion del angulo de contacto.

Tabla 4.3 Angulo de contacto de una gota de agua sobre la superficie de una colonia de F. solani crecido
con diferentes fuentes de carbono en membranas hidrofobicas de polyvinylidene fluoride (PVDF) e

hidrofilicas de mixed cellulose esters (MF).

Angulo de contacto (°0)

Fuente de carbono MEF PVDF
Glucosa 56(x10) 75(%6)
Glicerol 62(£14) 104(£15)
I-Hexanol 83(16) 112(£15)
n-Hexano N.D 113(+4)

N.D : No determinado
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Figura 4.3 Fotografia digitalizada del angulo de contacto de

una gota de agua sobre el hongo crecido en las diferentes

membranas, puesto sobre una superficie de vidrio.

4.4 PARAMETROS CINETICOS

4.4.1 Crecimiento y mantenimiento celular

La cinética de crecimiento y mantenimiento celular de Fusarium solani utilizando n-hexano como fuente de
carbono, fue determinada siguiendo la produccion de CO, (respirometria) y consumo de n-hexano
respectivamente.

La velocidad especifica de crecimiento de F. solani con n-hexano es representada en la Figura 4.4
(Ver en Anexo J las regresiones para cada concentracion utilizada). Esta figura muestra una inhibicion por
n-hexano cuando la concentracion en fase gaseosa es superior a 7.0 g m”. Utilizando el valor del
coeficiente de particion del experimento E13 (Tabla 4.2), esta concentracion en fase gaseosa corresponde a
una concentracion de 33.3 g m” en la biomasa (6 33.3 mg kg de biomasa asumiendo una densidad del
hongo de 1 g cm™). Los valores obtenidos para la velocidad maxima especifica de crecimiento (Hpay),
constante de afinidad de n-hexano (Kan) y constante de inhibicion (K;) de acuerdo al modelo de Haldane
fueron de 0.052 h™, 1.9 gm™y 30 g m”, respectivamente.

Estos alcanos también demostraron ser inhibitorios para bacterias; por ejemplo, la concentracion
de inhibicion para Pseudomonds deruginosa en pentano gaseoso fue alrededor de 3.5 g m” [Garnier et al,,
1999].

La velocidad de consumo de n-hexano en el experimento E13 bajo condiciones de crecimiento en
microcosmos fue evaluado en 7x10” [g n-hexano g biomasa h™], consistente con el valor de 6x10” [g n-
hexano g™ biomasa h™'| encontrado previamente por Arriaga y Revah [2005a].

En la Figura 4.5 se muestra la curva de degradacion y mineralizacion de n-hexano obtenidas para
la determinacion del mantenimiento celular de F. solani. La evaluacion del mantenimiento celular con n-
hexano entrego un valor de 1.51x10™* g n-hexano g biomasa h™. Este valor indica que bajo las condiciones

de microcosmos estudiadas, el n-hexano utilizado para mantenimiento fue aproximadamente un 2% del
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total eliminado. Esto confirma la importancia de la presencia de nutrientes en el uso de biofiltros de lecho

fijo para sostener una alta velocidad de eliminacion.

Velocidad especifica de crecimiento, (h'l)
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Figura 4.4 Velocidad especifica de crecimiento versus concentracion de n-hexano de acuerdo al modelo

de Haldane. (®) Valores experimentales y (---) Modelo de Haldane. Donde, . es la velocidad especifica

de crecimiento maxima; Kay es las constantes de afinidad para el n-hexano; K; es la constante de

inhibicion de n-hexano.

Aunque es factible predecir una pendiente tnica de los datos experimentales, se debe considerar

que estos valores no son exactamente una recta, segin indica la teoria. Se puede apreciar que durante las

primeras 25 h existe una pendiente levemente menor a la que existe posteriormente.
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Figura 4.5 Consumo de n-hexano y % mineralizacion de n-hexano durante la medicion del coeficiente de

mantenimiento celular. (o) Consumo de n-hexano y (®) % de mineralizacion de n-hexano.
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4.4.2 Constante de afinidad NaNOs3

La Figura 4.6 muestra los resultados obtenidos de tasas de consumo de oxigeno para diferentes
concentraciones de NaNOs. Los perfiles de concentracion de O, fueron obtenidos por respirometria, y con
esto fue estimado el oxigeno consumido a partir del valor inicial de concentracion O,, obteniendo el perfil
denominado “Quimico-Biologico”, mostrado en el Anexo K. Posteriormente fue realizada una regresion de
la curva de consumo, utilizando el software Origin 6.1 para cada concentracion de trabajo, de forma de
obtener la tasa de consumo de oxigeno a cada concentracion. Con los parametros correlacionados y la
concentracion de NaNOs adicionado, fue realizado un ajuste de la tasa de consumo de oxigeno al modelo
de Monod. Con esto fue obtenida la constante de afinidad de la fuente de nitrogeno en Fusarium solani.

Los valores de la tasa de consumo de oxigeno son expresados en términos de la concentracion de
proteina. El ajuste de Monod se muestra en la Figura 4.6. Del ajuste de la curva de Monod se obtiene los
pardametros cinéticos qO; max junto con la constante Ky = 0.5 g L

El rango 6 > NaNO; »12 g L' representa las concentraciones de NaNO; donde el hongo Fusarium

solani puede respirar a tasas maxima.
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Figura 4.6. Efecto de la concentracion de NaNO; en la velocidad especifica de consumo de oxigeno de

Fusarium solani. (@) Valores experimentales y (---) Modelo de Monod.

4.4.3 Coeficientes de rendimiento celular
En la Tabla 4.4 se muestran los resultados obtenidos para el coeficiente de rendimiento celular de la
fuente de carbono y nitrogeno de Fusarium solani. Los resultados fueron expresados en g de biomasa seca

sobre g de fuente de carbono. El coeficiente de rendimiento celular fue determinado por duplicado para
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cada fuente de carbono. Para el caso de la fuente de nitrogeno este fue determinado por un analisis
elemental de la biomasa. El analisis elemental entrego los siguientes resultados, para el carbono (C)
48.01(10.88)%; para el hidrogeno (H) 5.74(+0.22)% y finalmente para el nitrogeno (N) 6.47(£0.16)%.

El valor obtenido para el rendimiento celular de la fuente de nitrogeno en la biomasa, fue mayor al
1.94 g g reportado por Smith y Berry (1975), para el hongo Penicillium chrysogenum utilizando como fuente
de nitrogeno (NH4),SO..

De la Tabla 4.4 se puede observar que los valores obtenidos para el rendimiento celular en glucosa
y glicerol son semejantes a los reportados por Smith y Berry (1975), para los hongos Aspergillus nidulans
(0.45 g g), Penicillium chrysogenum (0.45 g g) y Saccharomyces cerevisiae (0.51 g g), cuando fueron crecidos

en un reactor de mezcla completa limitado por glucosa.

Tabla 4.4 Rendimiento celular de Fusarium solani para diferentes fuentes de carbono y nitrogeno.

Compuesto Rendimiento
celular
Glucosa 0.432 (+0.06)
Glicerol 0.494 (0.08)
Hexanol 0.824 (+0.13)

Fuente de nitrogeno (NaNO,) 2546 (+0.98)

©) Para la fuente de carbono; [g biomasa g fuente de carbono], y para la fuente de nitrogeno; [g biomasa g” NaNO,].

También se observa de la Tabla 4.4 que el rendimiento de 1-hexanol es aproximadamente un 40%
mayor que el obtenido para glucosa y glicerol. Este mayor rendimiento celular esta relacionado a la
proporcion de atomos de carbono presente en cada molécula para una misma masa de fuente de carbono
adicionada al sistema. Esto es, para el caso de 1-hexanol (C¢H,40) la cantidad de carbono disponible es de
un 70.6%, mientras que para glucosa es de un 40% (C¢HpOg) y finalmente un 34.6% para glicerol
(C3Hg0s5), lo que indica que si se adicionan los mismos gramos de cada fuente de carbono al medio, la
masa total disponible de carbono para la biomasa es mayor al utilizar 1-hexanol.

Dado el lento crecimiento del hongo al ser crecido en n-hexano, el valor utilizado de rendimiento
celular para el modelo matematico fue el de 1-hexanol, esto considerando la semejanza de las moléculas y

al ser 1-hexanol el primer compuesto producto de la ruta de biodegradacion de n-hexano.

4.5 CONCLUSIONES PARCIALES

Las condiciones de cultivo (solido o liquido) y el tipo de fuente de carbono influyen en la hidrofobicidad

superficial, contenido de grasa y coeficiente de particion de n—hexano, de Fusarium solani. El crecimiento en
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una fuente de carbono mas hidrofobica incrementa la hidrofobicidad superficial y la solubilidad de n-
hexano gaseoso en la biomasa.

Estos cambios en el hongo fueron no solo relacionados a su contenido de grasa, si no posiblemente
también a los diferentes contenidos o clases de moléculas incluyendo hidrofobinas, lipoproteinas, etc.

El mejoramiento en el coeficiente de particion y la mayor superficie de intercambio gaseoso,
debido a un menor diametro, incrementa la biodisponibilidad de compuestos hidrofobicos aumentado su
velocidad de eliminacion. Estas caracteristicas confirman el interés del uso de hongos en la biofiltracion

de sustratos hidrofobicos.
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CAPITULO CINCO

RESULTADOS Y DISCUSIONES II:

Estudio Morfologico de Fusarium solani

“Para investigar la verdad es preciso dudar, en cuanto sea posible,

de todas las cosas”. René Descartes

5.1 INTRODUCCION

Los hongos filamentosos representan un grupo fisiologica y morfologicamente diverso de
microorganismos. Ellos pueden crecer en medios solidos o liquidos y en ambientes naturales son
frecuentemente encontrados colonizando la superficie de liquidos y solidos que en gran porcentaje son
hifas aéreas.

En muchas fermentaciones la fase gaseosa entrega el suplemento de oxigeno necesario para el
crecimiento, mientras que la fase solida o liquida, los nutrientes. En el caso de los sistemas de biofiltracion
de gases la fuente de oxigeno y carbono provienen de la fase gaseosa.

Muchos usos industriales de los hongos envuelve la manipulacion fisiologica del microorganismo
en funcion de estimular una maxima produccion de metabolitos secundarios o enzimas. Sin embargo, la
manipulacion de la produccion de biomasa y su morfologia es también de interés cuando se quiere trabajar

con biofiltros de lecho fijo, con fuentes de carbono presentes en la fase gaseosa. Debido a esto que el
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control de la cantidad y forma de crecimiento de los hongos como una expresion de su genotipo frente a
diferentes condiciones ambientales y/o nutrientes y/o fuentes de carbono es importante de estudiar. En la
Figura 5.1 se muestra un esquema de los diferentes factores que pueden afectar la fisiologia y morfologia en

un hongo filamentoso.

Control del genotipo
Producto
. Morfologia lal
Nutrientes [ > | clular | [ > celul
Carbono y
Nitrogeno fenotipo
Fosforo T T T
Sulfuro
Trazas de metal Control ambiental
Oxigeno pH
Dioxido de carbono Temperatura
Luz
Tension de oxigeno
Presion osmotica
Concentracion de sustrato

Figura 5.1 Diagrama ilustrativo de la relacion entre el control genético y ambiental en el fenotipo y

metabolismo celular.

El principal objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la utilizacion de diferentes fuentes
de carbono para crecimiento (glicerol, I-hexanol y n-hexano) en la morfologia de Fusarium solani, ademas
del desarrollo de un modelo matematico de crecimiento fangico con su posterior verificacion, en donde se

relacionan los parametros macroscopicos y microscopicos del hongo.

5.2 CRECIMIENTO DEL HONGO FILAMENTOSO

5.2.1 Modelo de elongacion de las hifas individuales
El crecimiento de las hifas individuales del hongo fueron determinadas considerando el aporte de la
longitud de las hifas principales y sus ramificaciones [Pazouki y Panda, 2000]. Entonces, la variacion de la

longitud de la hifa fue estimada de acuerdo a la ecuacion (5.1):
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dL, dL,, &dL,
— 5 _|_ 1 51
dt dt ZO dt G

Donde el primer término después de la igualdad es el crecimiento de la hifa principal y el segundo
término la contribucion de las ramificaciones.

La extension de la hifa principal y sus ramificaciones pueden ser descritas por una expresion
logistica [Okasaki et al. 1980], y considerando una velocidad de crecimiento apical promedio para cada
ramificacion (u;p) y una velocidad de extension radial de la colonia para la hifa principal (u,), se obtuvo la

ecuacion (5.2):

dL, L, & L,
=u, |l-—=—|+u [-—— 5.2
dt ( L J B; L (5:2)

max,m max,B

Donde, Ntg es el nimero total de ramificaciones en la hifa individual. Entonces, desarrollando la

sumatoria e introduciendo el factor “y” (L, =yL,), el cual corresponde a la constante de
proporcionalidad de la i-esima ramificacion con respecto a la hifa principal y “A™ (L, = AL, ), a la

fraccion de la hifa principal con respecto a la elongacion total, fue obtenida la ecuacion (5.3):

dL AL AL
dth :ur(l'L ’ ]—'_urB(NTB'E h] (53)

max,m max,B

La velocidad de extension radial de la colonia para la hifa principal fue considerada de acuerdo a
Nielsen [1993] y MclIntyre et al. [2001] (ecuacion 5.4) y la velocidad de crecimiento de las ramificaciones

fue considerada de acuerdo a [Krabben et al., 1997] (ecuacion 5.5).

ur = MLAV (54)

Ug =L, (5.5)

Donde, Ly fue definido de acuerdo a Viniegra-Gonzales et al. [1993] (ecuacion 5.6):

L,, =L,/Ng (5.6)

AV
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Donde, Ly es la longitud individual total de la hifa y Ng el ntmero de segmentos e igual a

N, = 2N, - 1, donde N; es el ntimero total de puntas en una hifa individual. Entonces, relacionando Ly y

N, es obtenido el crecimiento por unidad de hifa (G) de acuerdo a Caldwell y Trinci [1973].
G=L,/N, (57

Reemplazando las ecuaciones (5.4) y (5.5) en la ecuacion (5.3) y considerando a la hifa de forma
cilindrica y de densidad constante (X, =L n(d,/ 2)2 p,), fue obtenida la ecuacion de crecimiento

individual de la biomasa (ecuacion 5.8). La biomasa total y la longitud total de las hifas fueron obtenidas
multiplicando la longitud individual total y la biomasa de la hifa individual por el nimero de esporas

inicialmente adicionadas (Np) (X =X, N,, L =L, -N,). Considerando que no son

h, Total h, Total

generadas mas esporas durante el crecimiento.

d A A
Zih = (MXAV)[I - X Xh J+(¢Xh )[NTB - )Y( Xh J (5'8)

max,m max,B

Donde, ¢ es la frecuencia de ramificacion, obtenida integrando la seccion de la hifa principal al
tiempo t = 1, donde 7 es el tiempo a la longitud critica de ramificacion Lc (Anexo L). Por otro lado, la
expresion de la frecuencia de ramificacion fue obtenida de ¢ = 1/7, de acuerdo a Viniegra [2003]
(ecuacion 5.9). Para los experimentos en microcultivos la velocidad especifica de crecimiento fue

determinada (M) de acuerdo a Larralde-Corona et al. [1997] (ecuacion 5.10), debido a la dificultad de

determinar la variacion de la concentracion de la fuente de carbono en estos experimentos.

pL

Q= A (5.9)
L -AL,
L ln max,m
- Lmax,m - ALC
u In2

: (5.10)

ucac =
1 0'LAV In BLAV
dh
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5.3 PARAMETROS MORFOLOGICOS

La Tabla 5.1 muestra los parametros morfologicos obtenidos para Fusarium solani crecido bajo diferentes
fuentes de carbono en microcultivos y cajas Petri. Los resultados muestran que las fuentes de carbono
utilizadas para crecimiento tienen un efecto sobre la velocidad radial de extension de la colonia, u,; una
importante disminucion en u, entre 22 a 54% fue observada cuando el hongo fue crecido en 1-hexanol y n-
hexano respectivamente, cuando es comparado con el hongo crecido en glicerol.

Los resultados anteriores pueden ser explicados debido a que 1-hexanol y n-hexano son mas
volatiles y menos biodegradables que glicerol. Sin embargo, la velocidad radial de extension de la colonia
con 1-hexanol fue mayor que con n-hexano, esto puede ser debido a que 1-hexanol es el primer producto
intermediario de la ruta de biodegradacion de n-hexano, disminuyendo los pasos para su asimilacion,
ademas de su menor hidrofobicidad y volatilidad, lo cual aumenta su biodisponibilidad.

La velocidad radial de extension de la colonia (u,) para F. solani crecido en 1-hexanol fue similar a
la obtenida por Qindong et al. [1998] utilizando el hongo Nectrina haematococca crecido en xilosa y glucosa,
mientras que Lopez-Franco et al. [1994] encontraron valores 2.5 veces mayores que los obtenidos con
glicerol, utilizando el hongo Fusarium culmorum crecido en platos de agar conteniendo papa dextrosa.

Por otro lado, ademas del efecto sobre u,, la fuente de carbono tiene un efecto sobre otras
caracteristicas morfologicas de F. solani, estos resultados son mostrados en la Tabla 5.1 y las diferencias
pueden ser observadas en la Figura 5.2.

El hongo crecido con una fuente de carbono mas hidrofobica presenta un incremento en el area de
contacto para una misma cantidad de biomasa. Este resultado fue reflejado con la reduccion del diametro
de la hifa en aproximadamente un 30.5% para el hongo crecido en 1-hexanol y n-hexano comparado con el
hongo crecido en glicerol.

Ademas de la variacion en el diametro, fue observado para la longitud maxima de la hifa principal,
Linaxm, Un incremento de un 59% cuando el hongo fue crecido en n-hexano y 1-hexanol, mientras que la
longitud maxima de las ramificaciones, Ly 5, fueron incrementadas en un 81% para el hongo crecido en n-
hexano y 1-hexanol, con respecto al crecimiento en glicerol, para todos los experimentos.

El promedio del diametro (2.38 pm) de las hifas obtenidos para F. solani, con las tres fuentes de
carbono utilizadas fue 3.5 veces menor que las obtenidas por Lopez-Franco et al. [1994], utilizando el
hongo F. culmorum. Sin embargo, fue aproximadamente 1.5 veces menor a los estudios reportados por
Qindong et al. [1998] utilizando el hongo Nectrina haematococca y Larralde-Corona et al. [1992] utilizando el

hongo Aspergillus niger, ambos casos usando glucosa como fuente de carbono.
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Tabla 5.1 Parametros morfologicos de F. solani crecido bajo diferentes fuentes de carbono obtenidas por

analisis de imagenes en microcultivos y placas Petri.

Parametro"” Glicerol 1-Hexanol n-Hexano
Di, (um) 2.99(+0.29)  2.06(+0.49)  2.10(+0.35)
Lav (um) 603.8(£48.3)  248.1(x3L9) 280.1(£36.6)
Lc(um) 510.8(x42.7)  650.9(£73.3)  605.6(£62.7)
Linaxm (Um) 965.5(£93.8)  1584(£144.7)  1477(£125.1)
Linaxg (um) 250.4(£17.4)  455.0(£39.2)  452.1(+35.7)
Lo (um) 834(+0.99)  834(+0.99)  8.34(+0.99)
Nrp 6.0(£2.0) 7.0(£2.0) 7.0(£2.0)

No (esporas)  1.0x10* 1.0x10" 1.0x10*

u; (umh™) 183.6(%1.38) 143.3(x2.42) 84.7(£1.69)
A 0.49 0.39 0.35

Y 0.97(£0.26) 2.89(%0.40) 2.47(20.24)

) Todos los parametros determinados experimentalmente son los utilizados para desarrollar y simular el

modelo de crecimiento.

Donde, Dy diametro de la hifa, Lsy: longitud promedio de los segmentos, Lc: longitud critica de
ramificacion, L.y m: longitud maxima de la hifa principal, L. p: longitud maxima de las ramificaciones,
Lo: longitud inicial de la hifa, Ntj: namero total de ramificaciones en la hifa individual, No: ntmero inicial
de esporas, u,: velocidad de extension radial de la colonia, y: constante de proporcionalidad de las

ramificaciones, A : fraccion de la hifa principal.

L

Emax,m

Espora, L

Ramificacion

Hifa principal

Ramificacion
apical
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Figura 5.2 Imagenes de las hifas aéreas de F. solani crecido con diferentes fuentes de carbono, utilizando
microcultivos. Las fotografias A, B 'y C corresponden al hongo crecido en glicerol, las fotografias D, E y F

en I-hexanol y finalmente las fotografias G, H, e I en n-hexano.

Los resultados experimentales obtenidos para la longitud promedio de los segmentos, Lay (Tabla
5.1), muestran que para la biomasa crecida en glicerol esta fue 2.3 veces mayor que el Ly obtenido cuando
el hongo fue crecido en 1-hexanol y n-hexano.

Los resultados obtenidos para la longitud promedio de los segmentos, sugiere que para un Lay
pequeno, existen mayor namero de segmentos en la hifa, para una misma longitud, obteniendo de este
modo mas ramificaciones. Esto concuerda con la disminucion en la fraccion de la hifa principal, 4 (de

acuerdo al siguiente orden; glicerol > 1-hexanol > n-hexano), siendo en promedio 26% menor para el hongo
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crecido en 1-hexanol y n-hexano que para el hongo crecido en glicerol. Por otro lado, las constantes de
proporcionalidad de las ramificaciones, y, fueron 28 veces mayores para el hongo crecido en 1-hexanol y n-
hexano que cuando fue crecido en glicerol.

El cambio morfologico observado en F. solani sugiere que el crecimiento en una fuente de carbono
mas hidrofobica y volatil (n-hexano) favorece el crecimiento ramificado del hongo, mejorando de esta
forma el area de contacto del hongo con la fuente de carbono presente en la fase gaseosa. Este efecto es
semejante al observado sobre el coeficiente de particion e hidrofobicidad superficial del Capitulo 4.
Rahardjo et al. [2000] también observaron la funcion del crecimiento aéreo en hongos filamentosos,

determinando la contribucion de los micelios aéreos en el consumo de oxigeno utilizando el hongo

Aspergillus oryzae.

[y
=)

1
—
— -

Biomasa seca, [mg]
i

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tiempo, [dias]

Figura 5.3 Crecimiento de la biomasa de F. solani bajo tres fuentes de carbono y resultado de la simulacion
del modelo de crecimiento. Datos experimentales para (m) glicerol, (@) 1-hexanol, (A ) n-hexano y

simulacion del modelo (—).

Se debe considerar que dichos parametros morfologicos se establecen para cada condicion de
trabajo, tipo y concentracion de fuente de carbono utilizada.

La Figura 5.3 muestra una menor produccion de biomasa cuando el hongo fue crecido utilizando
como fuentes de carbono 1-hexanol y n-hexano. Esta disminucion fue aproximadamente 3 veces menos en
comparacion al hongo crecido en glicerol. Esto puede estar relacionado a la volatilidad de la fuente de
carbono, encontrandose menos disponible para el hongo, comparando con el crecimiento en glicerol. Sin

embargo, el modelo de crecimiento desarrollado (Ecuacion 5.8) tiene una buena correlacion con los
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resultados experimentales, esto debido a que la concentracion de la fuente de carbono y su variacion en el
tiempo no fueron consideradas en la velocidad especifica de crecimiento, utilizando para este caso una
velocidad calculada constante en el tiempo (ecuacion 5.10), utilizando tnicamente parametros
morfologicos observables a las condiciones especificas de estudio.

La Figura 5.4a muestra la simulacion realizada para la variacion del ntimero total de puntas en los
micelios del hongo, cuando fueron utilizadas las diferentes fuentes de carbono para crecimiento.

La simulacion del modelo de crecimiento fue realizada utilizando los valores experimentales
presentados en la Tabla 5.1. La Figura 5.4a muestra que para una fuente de carbono mas hidrofobica (1-
hexanol y n-hexano) y volatil, el ntimero de puntas en el hongo se incrementa. Esto sugiere un cambio
importante en su morfologia como una manera de adaptarse a la fuente de carbono, para su consumo.

Los resultados obtenidos para el namero total de puntas, Ny, utilizando n-hexano y 1-hexanol
como fuentes de carbono, estuvieron de acuerdo con el incremento en la constante de proporcionalidad de
las ramificaciones (y) y con la disminucion de la longitud promedio de los segmentos (Lsy) entre las
ramificaciones, cuando el hongo fue crecido en 1-hexanol y n-hexano. Esto sugiere una adaptacion del
hongo a la fuente de carbono, generando un incremento en la longitud critica y nimero de ramificaciones
(Tabla 5.1), como una forma de mejorar el area de contacto entre la biomasa y la fuente de carbono, cuando
esta es mas volatil.

La Figura 5.4b muestra la simulacion obtenida de la relacion entre el crecimiento por unidad de
longitud de la hifa (G, estimada como una parametro equivalente a la cantidad de ramificaciones) y el
namero total de puntas en una hifa individual, N,;. Los perfiles resultantes de la simulacion estuvieron de
acuerdo a la establecido tedricamente por Viniegra et al. [1993] y Caldwell y Trinci [1973].

La Figura 5.4b muestra que para el hongo crecido en I-hexanol y n-hexano, el crecimiento por
unidad de longitud de la hifa, G, resulta una constante alrededor de 2 a 3 namero de puntas (en la hifa
individual), correspondiente a un tiempo de crecimiento de 3.5 dias aproximadamente, mientras que el
crecimiento por unidad de longitud de la hifa (G) para el hongo crecido en glicerol resulta una constante
alrededor de 5 a 6 namero de puntas (en la hifa individual), correspondiente a un tiempo de crecimiento
de 4.3 dias aproximadamente.

Los resultados de la Figura 5.4b indican que es posible considerar constante a la longitud
promedio de los segmentos, Lay, a las condiciones experimentales en los biofiltros, de acuerdo a la relacion
G =(Ny/N, )L

v » donde Ng corresponde el ntimero de segmentos en la hifa. Esto es verdadero para un

tiempo de crecimiento mayor a 2 dias cuando es utilizado 1-hexanol y n-hexano, mientras que cuando el
hongo es crecido en glicerol el tiempo debe ser mayor a 3 dias. Esto indica la posibilidad de considerar el
parametro morfologico Ly determinado experimentalmente para su utilizacion en el modelo del sistema

de biofiltracion.
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La diferencia entre el crecimiento por unidad de longitud de la hifa (G) constante fue
aproximadamente 1150 [um| para glicerol y 400 [pm] para el crecimiento en 1-hexanol y n-hexano, esto
puede estar relacionado a que la longitud promedio de los segmentos (Lay) decrece alrededor de 2.3 veces

desde glicerol a 1-hexanol y n-hexano.

1200 E

4x10°

z i a) 1-Hexanol o Glicerol
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Figura 5.4 a) Simulacion de la variacion del numero total de puntas (Ntoa) durante el crecimiento de F.
solani bajo diferentes fuentes de carbono. b) Simulacion de la correlacion existente entre el crecimiento
por unidad de longitud de la hifa (G) y el nimero de puntas por micelio (N,;) obtenidos de microcultivos

de F. solani.

5.4 CONCLUSIONES PARCIALES

Las caracteristicas morfologicas de Fusarium solani cambian de acuerdo a la fuente de carbono utilizada
para crecimiento. Si el crecimiento es realizado en una fuente de carbono mas hidrofobica y volatil, el
hongo incrementa su superficie de contacto aumentado el transporte entre la fuente de carbono en la fase
gaseosa y la biomasa.

Esta mejora en el aumento del area de contacto del hongo esta relacionada al incremento del
namero de ramificaciones y longitud de las hifas, lo cual incrementa la biodisponibilidad de compuestos
hidrofobicos y volatiles.

Este cambio morfologico en el hongo dado por su crecimiento en diferentes fuentes de carbono,
genera un cambio en el crecimiento total de la biomasa, provocando cambios en la permeabilidad, que
tiene como consecuencia cambios en la fraccion de vacio y caida de presion si el hongo es crecido en algin

medio poroso. Por ejemplo si el hongo es crecido en glicerol, este tendra una biomasa final mas densa por
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unidad de area ocupada, lo cual genera un problema mayor de transporte entre el compuesto en la fase
gaseosa y las hifas, por el contrario si el hongo crece en n-hexano su densidad por unidad de area sera
menor, favoreciendo el transporte y circulacion del COV a través de los diferentes micelios.

El modelo desarrollado tuvo una buena correlacion con los datos experimentales al predecir el
crecimiento de la biomasa a partir de parametros morfologicos y experimentos de crecimiento de biomasa

independientes.

NOMENCLATURA MODELO MATEMATICO DE CRECIMIENTO

dp : Diametro promedio de las hifas, [L]

G : Crecimiento por unidad de hifa, [L]

Lay : Longitud media de los segmentos de hifa, [L]

Liaxm  Longitud distal maxima promedio de la hifa individual, [L]

Liaxs : Longitud distal maxima promedio de las ramificaciones, [L]

Lc : Longitud critica de ramificacion, [L]
L, : Longitud inicial de la hifa, [L]
Ly : Longitud total individual de las hifas, [L]

Lym  : Longitud individual de las hifas principales, [L]
Ly : Longitud de las ramificaciones, [L]

Lo : Longitud total de las hifas, [L]

Ntg : Numero de ramificaciones en la hifa individual

Ny : Namero total de puntas en una hifa individual

No : Namero inicial de esporas

Ns : Namero promedio de segmentos en la hifa

u, : Velocidad de crecimiento apical del micelio, [L/T]

Up : Velocidad de extension lineal de las ramificaciones, [L/T]
Xav  :Biomasa promedio de los segmentos, [M]

Xh : Biomasa individual de la hifa, [M]

Xmaxm  Biomasa maxima promedio de las hifas principales, [M]
Ximaxp : Biomasa maxima promedio de las ramificaciones, [M]

XhTotar - Biomasa total, [M]

Simbolos

o : Constante de proporcionalidad
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ph
Pg

Hecalc

: Constante de proporcionalidad

: Densidad de la hifa, [M/L] [L.1x10” mg um-’|

: Densidad del gas (considerado aire = 1.16x10° kg cm™), [M/L’]
: Velocidad especifica de crecimiento, [1/T]

: Velocidad especifica de crecimiento calculada, [1/T]

: Frecuencia de ramificacion, [1/T]

: Constante de proporcionalidad de las ramificaciones

: Fraccion de hifa principal

: Tiempo a la longitud critica de ramificacion
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CAPITULO SEIS

RESULTADOS Y DISCUSIONES III:

Biofiltracion de n-Hexano

“La teoria es asesinada tarde o temprano

por la experiencia”. A. Einstein

6.1 INTRODUCCION

Las tecnologias de control biologico de aire contaminado (biofiltracion) son alternativas economicas y
ambientalmente amigables, las cuales estan teniendo un incremento en su uso industrial. La biofiltracion
es una estrategia de control en donde el aire contaminado pasa a través de una columna empacada que
contiene microorganismos activos capaces de degradar contaminantes [Vergara-Fernandez et al., 2007;
Shareefdeen y Singh, 2005]. En general, los biofiltros obtienen altas tasas de eliminacion para compuestos
solubles en agua y facilmente biodegradables [Miller y Allen, 2004].

La baja solubilidad de los compuestos hidrofobicos en medios liquidos es una de las principales
limitaciones para su tratamiento en sistemas de biofiltracion, debido a la presencia de peliculas acuosas
que cubren la biomasa. Sin embargo, estas limitaciones podrian ser reducidas con el uso de hongos como
agente biologico [Kennes y Veiga, 2004, Vergara-Fernandez et al., 2006]. Los hongos poseen importantes
ventajas para la eliminacion de COVs hidrofobicos en biofiltros de lecho fijo en fase gaseosa, incluyendo

su gran variedad de enzimas (hidroliticas y oxidativas), la habilidad para degradar una gran namero de
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COVs, su resistencia a la baja humedad y pH, su facilidad para colonizar el espacio vacio con las hifas
aéreas y su capacidad de penetrar el solido, incrementando la disponibilidad de nutrientes. Por otro lado,
los hongos crecen mas lento que las bacterias, requiriendo estos mayores tiempos de puesta en marcha en
los biofiltros de lecho fijo, su crecimiento filamentoso promueve el incremento en la caida de presion y
bajo algunas condiciones podrian producir esporas que pueden presentar algunos efecto sobre la salud.

El objetivo de este capitulo fue determinar el efecto del uso de fuentes de carbono alternativas
para el incremento de la biomasa fangica, lo cual puede ser muy importante para aumentar la velocidad de
puesta en marcha e incrementar la capacidad de eliminacion del biofiltro. El presente estudio compara la
utilizacion de cuatro fuentes de carbono diferentes en la puesta en marcha y capacidad de eliminacion de

un biofiltro inoculado con Fusarium solani para la eliminacion de n-hexano.

6.2 COLUMNAS DE BIOFILTROS DE LECHO FIJO

El uso de otras fuentes de carbono para favorecer el crecimiento fangico en biofiltros de lecho fijo para la
eliminacion de n-hexano fue estudiada recientemente por Spigno et al. [2003] y Arriaga y Revah [2005a],
los cuales reportaron el uso de extracto de malta como fuente de carbono alternativa, utilizando el hongo
A. niger y F. solani, respectivamente. Spigno et al. [2003] y Arriaga y Revah [2005a] utilizaron el extracto de
malta en conjunto con el n-hexano, mientras que en este estudio el n-hexano no fue adicionado hasta que
las fuentes de carbono alternativas fueran totalmente utilizadas (agotamiento de la fuente de carbono) y
la biomasa generada (Figura 6.1).

La Figura 6.1 muestra la capacidad de eliminacion (CE), la velocidad de produccion de CO,, y la
caida de presion (AP) como una funcion del tiempo, en los cuatro biofiltros de lecho fijo estudiados. La
actividad de F. solani fue determinada por consumo de n-hexano y produccion de CO..

Comparando el biofiltro Bl con los biofiltros B2, B3 y B4, el biofiltro B4 obtuvo la mejor puesta en
marcha. Por otro lado, el biofiltro B4 obtuvo la menor CE de los cuatro biofiltros (160 gm™ h™) con un 15%
menos de biomasa final promedio que en el biofiltro Bl (Tabla 6.1). Sin embargo, aunque la caida de
presion (AP) esta relacionada al crecimiento fangico, lo que resulta en una reduccion en la permeabilidad
del lecho [Auria et al., 1995], el biofiltro Bl obtuvo un AP final de 43 mmH,O m™ de lecho, mientras que en
el biofiltro B4 fue de 55 mmH,O m™ de lecho. Esto puede ser explicado por la mayor capacidad de
retencion de agua del salvado de trigo presente en el biofiltro B4. Finalmente, los AP finales obtenidos en
los biofiltros B2 y B3 fueron similares a los obtenidos en el biofiltro Bl.

La baja CE obtenida con el biofiltro B4 puede estar relacionada al menor coeficiente de particion
de n-hexano obtenido, de acuerdo a Davison et al. [2000], siendo un 45% menor al encontrado en el

biofiltro BI (Tabla 6.1). Sin embargo, en el biofiltro B4 el estado estacionario fue alcanzado en promedio 20
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dias antes que en los otros biofiltros. Ademas, comparando la CE en el estado estacionario de los biofiltros
B2 y B3 con el hiofiltro Bl (CE de 230 g m” h™), la CE fue similar para el biofiltro B3 (225 gm” h") y
levemente menor para el biofiltro B2 (200 g m~ h™). Esto puede ser debido a la menor biomasa promedio
final obtenida en el biofiltro B2 en comparacion con el biofiltro Bl. La Figura 6.1 muestra que la adaptacion
a la biodegradacion de n-hexano fue mejor en el biofiltro B3 que en el biofiltro B2, esto debido a que 1-
hexanol es el primer compuesto de la ruta de degradacion de n-hexano, reduciendo de esta forma el
tiempo requerido para la induccion enzimatica.

De acuerdo a lo reportado por Vergara-Fernandez et al. [2006], el coeficiente de particion de n-
hexano en F. solani disminuye cuando es expuesto una semana a n-hexano, luego de ser crecido en glicerol
y l-hexanol. Entonces, observando los resultados del coeficiente de particion de n-hexano en la Tabla 6.1y
comparandolos con Vergara-Fernandez et al. [2006], es posible indicar que no se produce un cambio
importante en el coeficiente de particion de n-hexano cuando el hongo fue expuesto a n-hexano por mas
de una semana. Estos resultados sugieren, que la mejor adaptacion a la degradacion de n-hexano
observada en el biofiltro B3 esta de acuerdo con el coeficiente de particion final obtenido (0.35 g g™), el
cual fue similar para el biofiltro Bl, mientras que en el biofiltro B2 fue 51% mayor. Entonces, es posible
establecer que el coeficiente de particion de n-hexano afecta la CE final en los biofiltros, sin embargo no
tiene un efecto directo en la puesta en marcha de los biofiltros de lecho fijo, esto porque durante este
periodo el hongo crecido en las fuentes de carbono alternativas se encuentra en proceso de adaptacion,
entonces el coeficiente de particion de n-hexano esta cambiando.

Los valores obtenidos de coeficiente de particion de n-hexano en los biofiltros de lecho fijo, una
vez terminada su operacion, con el hongo crecido en glicerol y 1-hexanol y posteriormente adaptado a n-
hexano son similares a los obtenidos por Vergara-Fernandez et al. [2006].

Aunque los biofiltros Bl, B2 y B3 presentaron diferencias en la adaptacion a la degradacion de n-
hexano y en el coeficiente de particion de n-hexano final, el estado estacionario de cada una de ellos fue
obtenido alrededor de los 35 dias de operacion. El tiempo al cual fue alcanzado el estado estacionario y las
CEs promedio de 220(+30.9) g m” h™ obtenidas en los diferentes biofiltros, son similares a los reportados
por Arriaga y Revah [2005a] y Spigno et al. [2003], ambos utilizando extracto de malta para acelerar la
puesta en marcha. Por otro lado, el biofiltro B4 alcanzo el estado estacionario luego de 15 dias de
operacion, es decir 20 dias menos que los otros biofiltros, obteniendo un 27% menos de CE. Sin embargo,
el resultado de CE en el biofiltro B4 es similar al reportado por Kibazohi et al. [2004], utilizando una
mezcla de turba-perlita para la eliminacion de n-hexano y lodos activados de una planta de tratamiento

como agente biologico.
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Figura 6.1 Evolucion de la capacidad de eliminacion de n-hexano, produccion de CO, y caida de presion en los biofiltros Bl, B2, B3 y B4 inoculados

con Fusarium solani, con una carga de entrada de n-hexano de 325 [g M eactor h'l]. (o) CE, (e) produccion de CO,y (A ) caida de presion.
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En general, los AP finales obtenidos en todos los biofiltros fueron mayores a los 12 mmH,O m™ de
lecho reportados por Kibazohi et al. [2004] para la eliminacion de n-hexano, utilizando un consorcio
microbiano, para una velocidad superficial similar a la utilizada en este trabajo. Sin embargo, estas fueron
similares a los 50 mmH,0 m™ de lecho reportado por Arriaga y Revah [2005a] para un biofiltro fangico,
utilizando una velocidad superficial similar a la utilizada en este trabajo. Estos resultados verifican que el
AP en biofiltros fangicos es mayor al observado en biofiltros de lecho fijo bacterianos.

Para la determinacion de la mineralizacion y la realizacion del balance de carbono, fue usado el
rendimiento celular de 1-hexanol y glicerol obtenidos experimentalmente, ademas de los valores de
analisis elemental realizados a F. solani. Los rendimientos celulares obtenidos fueron 0.82 g g"y 0.49 g g*
para 1-hexanol y glicerol, respectivamente. Por otro lado, los valores obtenidos de analisis elemental para

F. solani fueron; carbono 48.01(£0.88)%, hidrogeno 5.74(0.22)% y nitrogeno 6.47(£0.16)%.

Luego de 50 dias fue obtenido un promedio final de biomasa de ~101 mg g de perlita seca en el
biofiltro Bl (Tabla 6.1) y suponiendo el rendimiento celular de 1-hexanol similar al de n-hexano, el 73.3%
del carbono consumido fue recuperado como CO,, mientras que el 4% fue convertido a biomasa y el resto,
22.7%, fue retenido como carbonatos, intermediarios y lixiviado durante la adicion de agua de acuerdo a
Garcia-Pena et al. [2001] y Arriaga y Revah [2005a]. Estos valores de mineralizacion (transformacion de
n-hexano a CO,) fueron levemente menores al 76% reportado por Arriaga y Revah [2005b] para n-hexano
utilizando el mismo hongo. Sin embargo, los resultados de mineralizacion fueron mayores que los 48%
reportados por Garcia-Pefa et al. [2001] para la eliminacion de tolueno con el hongo Paecilomyces variotii en
un biofiltro de lecho fijo.

En el biofiltro B2, luego de 50 dias de operacion fue obtenida una biomasa final promedio de ~60.3
mg g perlita seca (Tabla 6.1), donde 30.8% de la biomasa corresponde a crecimiento en glicerol y 69.2%
en n-hexano. La menor biomasa correspondiente al crecimiento en glicerol puede ser explicada por el
rendimiento celular de glicerol utilizado como fuente de carbono alternativa. Utilizando el analisis
elemental y el rendimiento celular de n-hexano y glicerol fue obtenido que un 70.8% y 62.9% del carbono
consumido fue recuperado como CO,, mientras que 2.2% y 2.9% fue convertido a biomasa,
respectivamente. El resto, 27% del carbono para n-hexano y 34.2% para glicerol, puede ser explicado
como en el caso del biofiltro Bl.

El biofiltro B3 fue operado durante 47 dias, tiempo en el cual fue obtenida una biomasa final
promedio de ~85 mg g™ perlita seca (Tabla 6.1), donde 46.7% fue obtenida con 1-hexanol y el resto con n-
hexano. Del balance de carbono realizado fue obtenido para n-hexano y 1-hexanol un consumo de carbono
recuperado como CO, de 70.8% y 37.3%, mientras que un 3.0% y 2.3% fue convertido a biomasa,
respectivamente. El restante 26.2% del carbono para n-hexano, puede ser explicado como en el biofiltro

Bl. Sin embargo, la baja recuperacion de carbono como CO, y el restante 60.4% de carbono, cuando fue
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usado 1-hexanol, puede ser explicado por la volatilidad de 1-hexanol, siendo este arrastrado con el aire
desde la perlita, y por los carbonatos e intermediarios que se pudieran generar.

El biofiltro B4 fue operado 27 dias, debido a que el estado estacionario fue obtenido en el dia 13. La
biomasa promedio final fue de 86.3 mg g de perlita seca (Tabla 6.1), con una recuperacion de carbono
como CO, para n-hexano de 70.2%. En este biofiltro no fue determinada la cantidad de carbono como
biomasa, debido a que no fue posible discriminar la biomasa generada con n-hexano y salvado de trigo. La
baja recuperacion como CO, en la puesta en marcha de los biofiltros con glicerol y 1-hexanol puede

también estar relacionada con las fuentes de carbono presente en el lixiviado generado.

6.3 EXPERIMENTOS POR LOTES

Un vez finalizados los experimentos en los biofiltros de lecho fijo, fueron tomadas muestras de cada
modulo del biofiltro, las cuales fueron analizadas en microcosmos y determinada su cantidad de biomasa
final y humedad. Por otro lado, fueron evaluados el coeficiente de particion de n-hexano en biomasa, pH y
velocidad especifica de consumo (Vinax). El crecimiento fungico en los biofiltros de lecho fijo fue verificado
por observacion en un microscopio 6ptico NIKON.

La Tabla 6.1 muestra que en los biofiltros Bl y B4 fueron obtenidas la mayor cantidad de biomasa
final. La biomasa obtenida en el biofiltro B4 esta relacionada a la presencia de salvado de trigo, el cual
tiene una gran variedad de nutrientes para el crecimiento de microorganismos. Sin embargo, comparando
los biofiltros Bl, B2 y B3, fue observado que el biofiltro B2 obtuvo 29% menos biomasa que el biofiltro B3 y
40% menos que el biofiltro Bl, esto puede ser explicado por la fuente de carbono utilizada inicialmente
para crecimiento en cada biofiltro (que puede afectar la posterior transferencia de masa de n-hexano a la
biomasa) y por el rendimiento celular de cada fuente de carbono. El rendimiento celular de 1-hexanol
(~0.82) puede ser considerado similar al rendimiento celular de n-hexano, siendo aproximadamente un
409% mayor que el rendimiento en glicerol (0.49). Este mayor rendimiento celular esta relacionado con la
proporcion de atomos de carbono presente en cada molécula para una misma cantidad de fuente de
carbono adicionada. Por ejemplo, en 1-hexanol (CsH40) el carbono presente corresponde a un 70.6%,
mientras que para glicerol es de un 34.6% (C;Hs0s), esto indica que cuando es adicionada la misma
cantidad de cada fuente de carbono, el total de carbono disponible para la produccion de biomasa es
mayor cuando es utilizado 1-hexanol. La cantidad de biomasa promedio obtenida en los diferentes
biofiltros de lecho fijo es similar a lo reportado por Arriaga y Revah [2005b].

La Tabla 6.1 muestra los perfiles de cantidad de biomasa a lo largo del reactor. Para todos los
biofiltros se observa un perfil de mayor a menor biomasa desde el primer hasta el ultimo modulo,

obteniendo aproximadamente dos veces mas biomasa en el primer modulo que en altimo modulo, en
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todos los casos. Estos perfiles pueden estar relacionados con la disminucion del gradiente de
concentracion de n-hexano en fase gaseosa a lo largo del biofiltro, disminuyendo el transporte de materia
hacia el hongo.

Por el contrario a lo observado con la biomasa, la humedad fue homogénea a lo largo de todos los
biofiltros, obteniendo valores promedio de 52(+3)% (Tabla 6.1). Estos valores se encuentran en el optimo
para la utilizacion de hongos de acuerdo a Cox et al. (1996). Por otro lado, cuando el pH en los biofiltros
no fue controlado, este se incremento hasta valores promedio de 7.8(+0.5) (Tabla 6.1). Arriaga y Revah
[2005a] también observaron un incremento en el pH luego de 45 dias de operacion, siendo
posteriormente controlado adicionando medio mineral hasta valores de 4.1.

El coeficiente de particion de n-hexano obtenido al finalizar la operacion de los biofiltros de lecho
fijo (Tabla 6.1) muestra que cuando el hongo fue crecido inicialmente en una fuente de carbono mas
hidrofobica, el coeficiente de particion de n-hexano disminuyo, lo cual favorece la solubilidad de n-hexano
en la biomasa, incrementando su disponibilidad. Ademas, cuando los hongos fueron crecidos en n-hexano
se obtuvo un coeficiente de particion final promedio 47% menor al obtenido cuando el hongo fue crecido
en glicerol y salvado de trigo. Estos valores de coeficiente de particion estan de acuerdo a lo reportado por
Vergara-Fernandez et al. [2006], trabajando en sistemas in vitro.

La Tabla 6.1 muestra la velocidad de consumo volumétrica maxima de n-hexano (Vp.x) obtenida
utilizando el modelo de Gompertz (Acuna et al., 1999) (Ver aplicacion y significado del modelo de
Gompertz en Anexo D). Para todos los biofiltros, los valores de V., obtenidos tuvieron el siguiente orden
BI)B3>B2>B4. Los consumos de n-hexano determinados utilizando Vi, fueron para cada biofiltro, 49.5
Ghexano M D™ para el biofiltro Bl, 25.4 gexano M~ h™ para el biofiltro B2, 37.7 Ghexano M~ h™ para el biofiltro B3
y 20.5 Ghexano m” h? para el biofiltro B4. Estos resultados confirman los valores en la evolucion de la CE en
cada biofiltro y que un incremento de biomasa resulta en un aumento en la CE.

La mayor CE en el biofiltro Bl esta relacionada con el menor coeficiente de particion de n-hexano
y mayor cantidad de biomasa, mientras que la menor V., obtenida en los biofiltros B2 y B4 esta
relacionada al mayor coeficiente de particion de n-hexano y menor adaptacion del hongo a la
biodegradacion de n-hexano.

El menor coeficiente de particion de n-hexano en el biofiltro B4 sugiere que puede existir un
efecto de dilucion de la fibra presente en este biofiltro producto del salvado de trigo, el cual afecta la
eficiencia de eliminacion del biofiltro, al existir una menos transferencia de masa del n-hexano a la

biomasa. Los valores de V.« obtenidos se encuentran en el rango reportado por Arriaga y Revah [2005b].
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Tabla 6.1 Medicion de pH, % humedad, biomasa, coeficiente de particion de n-hexano (K), velocidad

especifica de consumo (Vpay), % mineralizacion de n-hexano y eficiencias de eliminacion (%RE) para

muestras de biomasa tomadas al final de los experimentos en los biofiltros de lecho fijo B1, B2, B3 y B4.

Parametros Etapa | Biofiltro Bl | Biofiltro B2 | Biofiltro B3 | Biofiltro B4
pH El 8.5(+0.2) 8.0(+0.1) 8.8(+0.2) 8.7(+0.15)
E2 7.6(+0.1) 73(x0.1) 7.9(+0.05) | 7.8(+0.09)
E3 75(x0.05) | 73£(0.05) | 7.2(x01) 7.6(20.04)
% Humedad El 510(+12) | 511(x0.9) 456(xL1) | 49.7(+0.7)
E2 529(+14) | 54.9(xl7) | 532(x08) | 55.0(+12)
E3 534(£21) | 572(+23) | 56.0(xL7) | 56.1(L6)
Biomasa®” El 130(+52) | 81(¥3.8) 104(+4.3) 120(+4.8)
E2 98(+2.4) 53(1.9) 82(+3.5) 75(%2.2)
E3 74(219) 47(£0.9) 69(21.2) 64(23.2)
K® 031(x0.01) | 0.63(+0.04) | 0.35(x0.09) | 0.56(+0.08)
Vinax") 43(2021) | 3.7(x0.16) 3.9(0.11) 2.7(+0.24)
%Mineralizacion n-hexano™ 60.7 57.2 58.4 70.2
%RE 76.5 713 66.2 691

Bl: n-hexano, B2: glicerol y n-hexano, B3: 1-hexanol y n-hexano, B4: salvado de trigo y n-hexano,
OPromedio de biomasa final [mgbmmsa.g'lperhta secals @Promedio en el biofiltro, ?de acuerdo al modelo de
Gompertz [rnghexm.gbimma'1 h'l] (ver Anexo D y M), ® de acuerdo a la produccion tedrica de CO, (ver

Anexo B).

6.4 INFLUENCIA DE LA CARGA DE ENTRADA EN LA CAPACIDAD DE
ELIMINACION

La Figura 6.3 muestra la influencia de la carga de entrada de n-hexano en el funcionamiento de los
diferentes biofiltros. Estos experimentos fueron realizados después de alcanzado el estado estacionario en
cada uno de los biofiltros de lecho fijo. De la Figura 6.3 se observa que en el biofiltro Bl un 100% de
eficiencia de eliminacion fue obtenido para cargas criticas de 95 g m” reactor h”, con una CE maxima de
225gm” reactorh™.

La CE maxima y carga critica de entrada de n-hexano obtenidas en el biofiltro Bl fueron
aproximadamente 38% y 26% mayor a las reportadas por Arriaga y Revah [2005a] utilizando el hongo F.

solani y Spigno et al. [2003] utilizando el hongo A. niger, respectivamente. Por otro lado, el 100% de
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eficiencia de eliminacion para los biofiltros B3 y B4 fue obtenida para una carga critica de entrada de n-
hexano de 52 gm” reactor h” con una CE maxima de 200 y 160 g m™ reactor h”, respectivamente.

Las CEs obtenidas en los biofiltros B3 y B4 fueron aproximadamente un 47% menor a los
obtenidos en el biofiltro Bl. Esto puede ser explicado en el biofiltro B3 por la menor cantidad de biomasa,
mientras que para el biofiltro B4 debido al mayor coeficiente de particion, que disminuye la transferencia
de masa de n-hexano. Por otro lado, el biofiltro B2 obtuvo la menor carga critica de entrada de n-hexano
(cerca de 35 g m” reactor h™), lo cual esta relacionado a su mayor coeficiente de particion de n-hexano y
menor cantidad de biomasa, lo cual disminuye la transferencia de masa y velocidad de biodegradacion de
n-hexano, respectivamente.

La carga critica de alimentacion de n-hexano observada en el biofiltro Bl, indica que el hongo
crecido en una fuente de carbono mas hidrofobica (n-hexano) incrementa la hidrofobicidad de la biomasa
y disminuye la limitacion por transporte entre el COV y la fase biologica.

Comparando los biofiltros B2 y B4 es posible observar que aunque sus coeficientes de particion de
n-hexano en biomasa fueron similares, el biofiltro B3 obtuvo una mayor carga critica de entrada de n-
hexano, lo cual esta relacionado a la mayor cantidad de biomasa, disminuyendo el efecto del coeficiente de

particion.
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Figure 6.3 Variacion de la concentracion de n-hexano a través de las diferentes columnas de biofiltracion.
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6.5 EVOLUCION DEL PERFIL DE CONCENTRACION DE n-HEXANO A LO
LARGO DE LOS BIOFILTROS

La Figura 6.3 muestra los perfiles de concentracion de n-hexano a través del lecho obtenidos para los
biofiltros Bl, B2, B3 y B4, a diferentes tiempos de operacion.

De la Figura 6.3 se puede ver que la mayor eliminacion de n-hexano ocurre en el primer modulo en
todos los biofiltros, esto debido a la mayor carga de n-hexano presente en esta seccion, favoreciendo la
transferencia de materia de n-hexano desde la fase gaseosa a la biomasa [Vergara-Fernandez et al., 2006].
La disminucion de la concentracion de n-hexano es posteriormente proporcional en los siguientes
modulos de los biofiltros, generando perfiles de biodegradacion menos pronunciados al existir un menor
gradiente de concentracion de n-hexano entre la fase gaseosa y la biomasa.

Esta mayor biodegradacion observada en el primer modulo (perfiles de concentracion mas
pronunciados) (Figura 6.3), coincide con la mayor cantidad de biomasa final existente en esta etapa para
todos los biofiltros (Tabla 6.1), disminuyendo paulatinamente hasta el modulo 3. Estos resultados
verifican que el menor crecimiento (menor cantidad de biomasa) encontrados en los modulos 2 y 3 de los

biofiltros puede ser debido a la menor disponibilidad de n-hexano.

6.6 CONCLUSIONES PARCIALES

El trabajo realizado en este capitulo verifica la factibilidad de la utilizacion de hongos filamentosos como
agente biologico en la eliminacion de compuesto organicos volatiles hidrofobicos. Fue observada su mayor
capacidad de eliminacion de COVs hidrofobicos en comparacion con biofiltros bacterianos, dada
principalmente por las caracteristicas hidrofobicas de los hongos, la que disminuye la limitacion por
transporte existente entre un compuesto hidrofobico y una biopelicula bacteriana, las cuales se
encuentran rodeadas por peliculas de liquido.

Es posible observar una mayor caida de presion generada por la morfologia de crecimiento de los
hongos filamentosos, por otro lado, la menor velocidad de crecimiento de los hongos produce una puesta
en marcha mas lenta de estos biofiltros fingicos en comparacion con biofiltros bacterianos.

Los resultados muestran que es factible mejorar el tiempo de puesta en marcha de un biofiltro
fangico para la eliminacion de COV hidrofobicos utilizando otras fuentes de carbono como iniciador del
crecimiento y generacion de biomasa. Por otro lado, estas fuentes de carbono poseen un efecto sobre el
coeficiente de particion y en la adaptacion a la biodegradacion del COV, existiendo un aumento en el

coeficiente de particion y generando por lo tanto una disminucion de la solubilidad de n-hexano en la
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biomasa, cuando la fuente de carbono utilizada para la puesta en marcha es menos hidrofobica que n-
hexano.

Cuando fue utilizado salvado de trigo como fuente de carbono de iniciacion, la puesta en marcha
fue disminuida 20 dias, con respecto a los biofiltros utilizando glicerol, I-hexanol y n-hexano. Sin embargo
esta disminucion en el tiempo de puesta en marcha debe ser contrastada con la obtencion de una menor

capacidad de eliminacion.
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CAPITULO SIETE

RESULTADOS 1V:

Desarrollo modelo matematico

“La formulacion de un problema, es mas

importante que su solucion”. A. Einstein

71 FORMULACION DEL MODELO TEORICO

El desarrollo de un modelo matematico que describa los fenomenos fisicos y biologicos que estan
ocurriendo en el interior de un biorreactor, considera una serie de pasos que permiten describir y entender
sus interacciones. La metodologia seguida para establecer el modelo matematico que describe el
transporte de materia y biodegradacion del COV hidrofobico en el biofiltro inoculado con hongos
filamentosos constituyo los siguientes pasos: 1° Definicion del sistema; 2° Definicion de variables; 3°
Balances de materia y modelos cinéticos; 4° Cambio de variables y determinacion de numeros
adimensionales; 5° Estrategia de solucion.

En la Figura 7.1 se muestra un esquema de la estrategia general utilizada para el planteamiento,
desarrollo y solucion del modelo matematico y su validacion experimental. El desarrollo tiene como
objetivo principal establecer la relacion existente entre la capacidad de eliminacion del biofiltro de lecho
fijo y el area superficial obtenida producto del crecimiento fangico. Para esto, el modelo determina la
concentracion de salida de n-hexano en el tiempo, y la relaciona con la evolucion de la capacidad de

eliminacion (CE) y el aumento del area de transporte al crecer el hongo filamentoso al consumir n-hexano.
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La capacidad de eliminacion (CE) de la columna de biofiltracion es definida con la ecuacion:

CE=Q-(C,-C,) / V_. Donde, Cg; es la concentracion inicial de n-hexano, Cg, es la concentracion de

salida de n-hexano, Q es el flujo volumétrico del gas y Ves el volumen total de reactor.

7.11 Definicion del sistema
El concepto basico del modelo desarrollado esta esquematizado en la Figura 7.2. En esta figura se muestra
un esquema de la columna empacada (biofiltro de lecho fijo), de la cual fue tomado un segmento del
empadque ampliandose para mostrar las particulas de soporte.

Estas particulas se esquematizan con una cubierta de hongos creciendo adherida alrededor de
ellas, con micelios saliendo en forma aérea del soporte, aumentando de esta forma la superficie de contacto

del hongo con el contaminante.

v

SISTEMA
‘ MODELO FISICO *— EXPERIMENTAL
l v v
MODELgé\;IV‘E;?LMTICO PARAMETROS - RESULTADOS
CONDICIONES »| EXPERIMENTALES
7
NO
h » | VALIDACION
SIMPLIFICACIONES < SI
RESULTADOS 11
TEORICOS
RESULTADOS
FINALES
v
MODELO -
SIMPLIFICADO SIMULACION
METODOS
NUMERICOS

Figura 7.1 Esquema de la estrategia general utilizada para el desarrollo y solucion del modelo matematico.
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Hifas aéreas
Hongos filamentosos

Biofiltro

Aire limpio Soporte
inorganico

Hifa
aérea

Medio mineral

Soporte

Aire con COVs

§ B Ramificacion

\ . v | . v

v — Y
Crecimiento aéreo Crecimiento aéreo

Figura 7.2 Representacion esquematica del concepto basico del modelo para una seccion de la columna

del biofiltro.

Realizando un aumento a las particulas colonizadas por los hongos, se puede observar el sistema
supuesto para la descripcion de la transferencia de materia y reaccion. En este esquema se muestra parte
del crecimiento aéreo de las hifas sobre el soporte, existiendo un transporte directo del contaminante
desde la fase gaseosa hasta las hifas.

La biodegradacion de COVs en un biofiltro, es un proceso aerobio, en donde el oxigeno es
utilizado como el altimo aceptor de electrones, por lo tanto su concentracion debe ser suficiente para la
oxidacion del COV, de manera que no se generen zonas anaerobias en el reactor. A pesar de esto, los
balances de materia para el oxigeno no fueron realizados, ya que la cantidad de oxigeno presente en el
biofiltro fue considerada en todo momento en exceso, debido a la baja solubilidad de n-hexano y las bajas
concentraciones de trabajo, lo cual no genera una limitacion de oxigeno para su oxidacion.

A continuacion se enumeran las principales consideraciones del modelo, las que también nos

entregan las limitaciones del mismo:
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1. Elsistema en estudio (biofiltro de lecho fijo) opera en forma isotérmica.

2. No existe limitacion por oxigeno en la biopelicula aérea de los hongos.

3. Laadsorcion de n-hexano en el soporte es despreciable y el soporte es inerte biologicamente.

4. Elcrecimiento de los hongos es funcion de las concentraciones de n-hexano y fuente de nitrogeno.

5. La reaccion de biodegradacion de n-hexano y utilizacion de nitrogeno ocurre en la superficie del
hongo.

6. Eln-hexano es utilizado por el hongo para crecimiento y mantenimiento celular.

7. El tiempo en el cual ocurre el transporte en la fase gaseosa es mucho menor al tiempo de

crecimiento de los hongos en el biofiltro.

7.1.2 Elemento de estudio

Realizando un aumento a las hifas de la Figura 7.2 se muestran los mecanismos de transporte y reaccion
involucrados en el sistema de estudio (Figura 7.3). El COV presente en la fase gaseosa (n-hexano) es
transformado, luego transportado a través de la membrana y finalmente utilizado en el interior del hongo.
El nutriente de interés para el estudio (nitrogeno) se encuentra en el liquido adsorbido en el soporte
adicionado inicialmente a la columna del biofiltro de lecho fijo, de donde es utilizado por el hongo. La

adsorcion de n-hexano en el soporte fue supuesta despreciable de acuerdo a Arriaga y Revah [2005].

Medio mineral Fase gascosa e Hifa aérea

Soporte N

Cyu= Keq2 Cyi
~

Can= Keql Cac

C NL
Membrana
Cap g J

Ramificacion

Figura 7.3 Representacion esquematica del concepto basico del modelo matematico desarrollado.
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7.2 CINETICA DE CRECIMIENTO DEL HONGO FILAMENTOSO

La velocidad de crecimiento apical del micelio, u,, es proporcional a la longitud media de los segmentos de

las hifas (Lay) y esta dada por la ecuacion (7.1) [Nielsen, 1993; McIntyre et al., 2001]:

u, =pL,, (7.1)

Donde p es la velocidad especifica de crecimiento del hongo, y L,, es la longitud media de los
segmentos de las hifas. La velocidad especifica de crecimiento es funcion de la concentracion de n-hexano
y nutriente disponibles para el crecimiento, concentraciones determinadas por los fenomenos de
transporte y difusion en el biofiltro, considerando una cinética tipo Haldane para la fuente de carbono y

de Monod para el nutriente [Dunn et al., 1992; Shuler et al., 2003]. Esta viene dada por la ecuacion (7.2):

C C

l"l = l"lmax = 2 = (72)
CAH CNH + KNH

CAH +KAH +

1

En donde, p es la velocidad especifica de crecimiento, pm. es la velocidad especifica de
crecimiento maxima; Kay y Kyu son las constantes de afinidad para n-hexano y fuente de nitrogeno,
respectivamente; K es la constante de inhibicion de n-hexano y Cay y Cnp son las concentraciones de n-

hexano y fuente de nitrogeno en la pared del hongo, respectivamente.

7.3 BALANCES DE MATERIA EN EL BIOFILTRO

Para el desarrollo del modelo, fue considerado un flujo de gas unidireccional (fluido ideal Newtoniano) el
cual contiene el contaminante, pasando a través del medio poroso con una fraccion de vacio inicial
uniforme. La fase liquida fue considerada solo necesaria para mantener la humedad del biofiltro y
adicionar los nutrientes necesarios en el soporte, siendo despreciable la solubilidad de n-hexano en ella
[Alonso et al., 1998; Arriaga y Revah, 2005a].

Para establecer la variacion de la concentracion de COV en la fase gaseosa y su biodegradacion, se
desarrollo el balance de materia en la pelicula de gas, balance de materia para la fuente de nitrogeno,
balance de materia del contaminante en el seno del gas y la expresion de crecimiento del hongo.

Se considerd que el biofiltro trabaja en condiciones isotérmicas, lo que fue realizado
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experimentalmente controlando la temperatura del reactor, por lo tanto no se desarrollan los balances de
energia al sistema.

La ecuacion (7.2) establece la velocidad especifica de crecimiento para determinar la elongacion
de la hifa en el tiempo. Entonces, para poder obtener esta velocidad especifica de crecimiento debemos
establecer la variacion de la concentracion de n-hexano y nutrientes en la pared del hongo. Para esto, el
primer paso desarrollado fue un balance global de materia en la columna del biofiltro de lecho fijo, que
establezca la variacion de la concentracion de n-hexano en el seno del gas a lo largo del reactor y en el

tiempo. Este se muestra en la siguiente seccion (7.3.1).

7.3.1 Balance global de materia de la fase gaseosa en el biofiltro (seno del gas)
A continuacion se describen los fenomenos de transporte de materia que ocurren a lo largo del biofiltro,
los cuales interaccionan con los procesos difusivos y de biorreaccion alrededor del hongo. En un lecho
empacado el transporte de materia esta dado principalmente por la combinacion de dos mecanismos. El
primero de ellos es la conveccion originada por el movimiento del fluido debido a una diferencia de
presiones y el segundo la dispersion producida por gradientes de concentracion y retromezclado del
fluido debido a la presencia del empaque solido y el crecimiento de las hifas aéreas [Lopez-Isunza y
Flores-De Hoyos, 2004]. La Figura 7.4, muestra el detalle del elemento de volumen seleccionado de la
columna del biofiltro de lecho fijo para ilustrar el balance de materia.

La ecuacion de balance de materia para un componente “A” contenido en la fase gaseosa en un
lecho fijo heterogéneo a lo largo del tiempo de operacion esta dada por la ecuacion (7.3) [Iliuta y Larachi,

2004; Pencheva et al., 2003]:

oC,,

oC 0°C 0°C 10C
| +v, (1) aZAb_DDZ( aZ;bJ-DR( - arAbﬂzgR [k, (t)a, (t)(Cy-Coa) | (73)

En donde, Cyp, es la concentracion de n-hexano en el seno del gas en la columna del biofiltro, Cac
es la concentracion de n-hexano en la interfase formada entre el seno del gas y la pelicula alrededor de la
hifa, &g es la fraccion de vacio del biofiltro, v, es la velocidad longitudinal (o intersticial) promedio de la
fase gaseosa, Dp, es el coeficiente de dispersion axial, Dg es el coeficiente de dispersion radial, k, es el
coeficiente de transferencia de materia y a, es el area superficial por unidad de volumen de las hifas mas el

empaque.
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Figura 7.4 Esquema del balance de materia en el elemento de volumen del biofiltro.

En la ecuacion (7.3), el primer término describe la acumulacion del componente “A” en la fase
gaseosa presente en el lecho fijo; el segundo término representa al transporte convectivo debido al flujo a
través del reactor originado por un gradiente de presion; el tercer y cuarto término representan a la
dispersion axial y radial, respectivamente, de acuerdo a la Ley de Fick [Taylor y Krishna, 1993; Bird et al.,
2002]. El término del lado derecho describe un término de fuente o generacion debido al transporte de
materia a través de la interfase entre el seno del gas y la capa limite de gas alrededor de la hifa.

Se debe notar que la dispersion axial fue incluida, debido a que por lo general los estudios tedricos
en biofiltros estan basados en la idealizacion de un flujo piston. Sin embargo, en la realidad esto podria no
ser el caso. Las desviaciones del flujo piston ideal pueden ser causadas por canalizaciones del fluido, por la
existencia de zonas estancadas debido a la no-uniformidad en el tamafio de las particulas del material de
empaque y también debido a un inadecuado sistema de distribucion del flujo de alimentacion [Zarook et
al., 1998]. Por otro lado, la dispersion radial es despreciada, debido a que generalmente los gradientes
radiales en la concentracion no son importantes, de acuerdo a las observaciones en trabajos
experimentales realizados por Hodge y Devinny [1995], Devinny y Ramesh [2005]. Entonces, el balance de

materia fue reducido a la ecuacion (7.4):

0°C
€ atAb +v, S -DDZ( azzAbJ zgR[kgav(CAb—CAG|rl )J (74)

La dispersion axial del fluido en el reactor (retromezclado) puede ser descrita en términos de

condiciones de frontera axiales que consideran la continuidad de la densidad de flujo (flux) a la derecha
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de z = 0 y z = H, respectivamente [Illiuta y Larachi, 2004; Lopez-Isunza y Flores-De Hoyos, 2004].

Entonces, la condicion inicial y de frontera para la ecuacion (7.4) son:

CL t=0 C,, =C,, (75)
CFl1 z=0 v,Cy| , =v,Cul, -DDZ% (7.6)
- o aZ z=0+
CF2 z=H (ST 0 7.7)
0z |y

La primera condicion de frontera, sefiala que el flux convectivo a la entrada es igual al dado por los
términos de conveccion y dispersion de materia inmediatamente al inicio del lecho; la segunda condicion
de frontera indica un valor constante en la concentracion de salida. Entonces ahora para poder obtener la
variacion de Cyg se realizo un balance de materia a la pelicula de gas alrededor de la hifa. Con esta

ecuacion se relaciono la concentracion en el gas y la concentracion en la pared del hongo.

7.3.2 Determinacion de Cag en la pelicula de gas
Para el desarrollo de la ecuacion de conservacion del COV en la pelicula de gas, se muestra un esquema
idealizado del fenomeno en la Figura 7.5. Se considerd que la hifa posee una forma cilindrica regular. En
esta el flujo de gas que contiene al COV pasa a alrededor de la hifa formando una pelicula de gas, en donde
el contaminante es trasportando hasta el hongo en donde es biodegradado.

Dada la geometria cilindrica supuesta para la hifa, fue utilizada la ecuacion de balance del

contaminante en coordenadas cilindricas. Esta viene dada por la ecuacion (7.8) [Bird et al., 2002]:

oC,, (10 16N,, oN,
SAG 4 (fN, )+ -2 Az | =R 78
ot (r 8r(r Ar) A “8)

Donde Cga es la concentracion de n-hexano en la pelicula de gas alrededor de la hifa, Ny, es la
densidad de flujo molar en la direccion radial, Nag es la densidad de flujo molar en la direccion angular,

N, es la densidad de flujo molar en la direccion axial y Ry es la velocidad de reaccion.
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Figura 7.5 Esquema flujo de gas a través de la hifa y un corte transversal de la hifa cilindrica.

La Figura 7.5 permite observar las condiciones de frontera para el sistema. Estas condiciones de
frontera incorporan la interaccion de la pared de las hifas y la interfase gas-hifas del hongo.

En la fase gaseosa no existe reaccion biologica, por lo cual solo se presenta la difusion molecular
de la especie contenida en el gas, mientras que se considerd que la reaccion biologica ocurre en la
superficie de las hifas del hongo. Dada la geometria de la hifa y la mayor longitud respecto del diametro,
solo es considerada la direccion radial y angular de la ecuacion de transporte. De acuerdo a esto la

ecuacion (7.8) se reduce a la siguiente ecuacion:

Cy 10 16N,,
+——(1N,, ) +- =0 7.9
ot rar( ) r 00 (7:9)

Aplicando la ley de Fick y suponiendo densidad constante (flujo incompresible).

oC oC

N, =-D, aﬁG +x, (N, + Ny, )= -DgTAGvLungAG (7.102)
oC

N,, =-D,—2%+x, (N Ny )= V,6Cac (7.10b)
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Las ecuaciones (7.10a y b) representan el flux de materia en la pelicula gaseosa en direccion radial
y angular, donde D, es el coeficiente de difusion molecular y v, es la velocidad del gas en esta pelicula.
Reemplazando el flux (ecuaciones (7.10a y b)) en la ecuacion de conservacion (ecuacion (7.9)),

suponiendo que la densidad y la difusividad se mantienen constantes, fue obtenida la siguiente ecuacion

en la pelicula de gas alrededor de la hifa:

9Cho v Chro 4 e 0Cho _ D, |:1 ﬁ(r%j} (7.11)

ot f o r o0 rorl or

Donde Cgya es la concentracion de n-hexano en la pelicula de gas alrededor de la hifa, D, es el

coeficiente de difusion moleculary v, y v,, son los perfiles de velocidad del gas alrededor de la hifa en la

direccion radial y angular, respectivamente.

En la ecuacion (7.11), el primer término describe la acumulacion del componente “A” presente en la
pelicula gaseosa; el segundo y tercer términos representan al transporte convectivo debido al flujo
alrededor de la hifa; el primer término luego de la igualdad representan la difusion radial, de acuerdo a la
Ley de Fick.

La condicion inicial y de frontera para la ecuacion (7.11) son:

CI  t=0 C,=0 V{(r,e):rl<r<8G;0£9<g} (712)

CF1l r—-wo C,,=C, Vo (713)
_ Cps| _[ 1 P T

CF2 r=r -D,—2% =/ —+m, |nd,L,(t) vo|0<0<— (714)
o | Y, d, 2

CF3 0=0 C,,=C,, VO[r <r] (7.15)

CF4 0 =§ Co.=C,, vo[r <r] (7.16)

La primera condicion de frontera indica, que fuera de la pelicula de gas la concentracion del
compuesto “A” corresponde a la concentracion en el seno del gas. La segunda condicion de frontera indica
que, en la pared del hongo, el flux de gas es igual a la velocidad de biorreaccion, dada por el consumo de n-
hexano asociado al crecimiento microbiano y al mantenimiento de la viabilidad celular [Shuler et al.,

2003], en donde Y} es el rendimiento de la fuente de carbono en la célula; p, es la densidad de la hifa; m¢
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es el coeficiente de matenimiento celular y 6, es el espesor de la pelicula de hidrofobinas y pared del

hongo.

De acuerdo a la ecuacion (7.2) la velocidad especifica de crecimiento es funcion de la
concentracion de n-hexano y fuente de nitrogeno, es por esto, que es necesaria una condicion de equilibrio
que permita relacionar la concentracion de n-hexano en la pelicula de gas con la concentracion en el
hongo. En forma general esta viene dada por la siguiente ecuacion:

Can =K1 Ca

(7.17)

eql I

Donde, 1/Keq representa el coeficiente de particion del COV en la biomasa y Cay es la
concentracion de n-hexano en la pared del hongo. Entonces utilizando la ecuacion (7.17) junto con la
ecuacion (7.11) fue determinada la variacion de la concentracion de n-hexano en la pared del hongo en el

tiempo.

Determinacion del perfil de velocidad alrededor de la hifa
Para determinar los perfiles de velocidad en la direccion angular y radial alrededor de la hifa de la ecuacion
(7.11), se utilizo el criterio establecido por Slattery [1999], basado en el namero de Reynolds para
establecer el tipo de flujo predominante en el sistema.

Este criterio establece los siguientes casos limites; para un namero de Reynolds mucho menor a
1.0 el flujo predominante es el Flujo Reptante, y para un namero de Reynolds mucho mayor a 1.0 el flujo
predominante es el Flujo Potencial. El ntmero de Reynolds (Ng.) utilizado es definido de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

N dhvgpg

Re (7.18)
H,

El namero de Reynolds fue evaluado utilizando las dimensiones del biofiltro experimental. El
diametro del reactor fue de 0.07 cm, un tiempo de residencia de 1.3 min y una fraccion de vacio inicial de
0.69 (obtenido experimentalmente). Entonces el ntimero de Reynolds utilizando un diametro de hifa (dy,)
de 2.1 pm fue de 0.0023. Con este resultado fue determinado que el flujo predominante alrededor de las
hifas en este sistema es el Flujo Reptante.

Para la determinacion de los perfiles de velocidad fueron realizadas las siguientes consideraciones:

a) fluido newtoniano, b) flujo incompresible, ¢) sistema isotérmico, d) régimen estacionario y e) se
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desprecian los efectos sobre el soporte. Entonces, los perfiles de velocidad obtenidos a partir de las

funciones de corriente [Slattery, 1999] fueron (Anexo N):

- -
I
v, = _cosb l-rl—2 (7.19)
F T
v,=v send | = -1 (7.20)
r

Entonces introduciendo estos perfiles de velocidad en la ecuacion (7.11) se obtiene la
concentracion de n-hexano alrededor de la hifa.

Como se menciono con anterioridad, el hongo necesita ademas de la fuente de carbono una serie
de nutrientes para su crecimiento (nitrogeno, fosforo, azufre, etc), siendo uno de los principales y el
utilizado en este estudio la fuente de nitrogeno. Debido a esto, en la ecuacion de velocidad especifica de
crecimiento (ecuacion (7.2)) es considerada la variacion de la concentracion de nitrogeno en la velocidad.
Es por esto, que debemos obtener una ecuacion que indique la forma en la cual la fuente de nitrogeno
cambia en el tiempo, hasta que esta es consumida totalmente por el hongo. Para esto se desarrollo el
balance de materia de la fuente de nitrogeno a lo largo de las hifas del hongo que se muestra a

continuacion.

7.3.3 Balance de materia del nutriente (Fuente de nitrogeno)

Los hongos presentes en el sistema biofiltro de lecho fijo necesitan de una serie de macro y micro-
nutrientes para su desarrollo, ademas de la fuente de carbono. La ausencia de alguno de estos nutrientes
detiene el crecimiento del hongo, sin embargo este sigue utilizando la fuente de carbono para el
mantenimiento celular. En este caso la fuente de nutrientes se encuentra presente en el soporte. Estos
nutrientes son adicionados al biofiltro al momento de la puesta en marcha del sistema. Los nutrientes son
adsorbidos por el soporte de donde el hongo los utiliza para su crecimiento.

Se considero que una vez que el nutriente llega a la pared del hongo, este difunde a lo largo de la
hifa y es consumido a través de ella junto con la fuente de carbono.

Por simplificacion fue considerada que la concentracion en la pared del hongo es la que difunde a
lo largo de la hifa, esto debido a que el modelo de crecimiento celular utiliza las concentraciones
extracelulares. Despreciando la curvatura del sistema ya que los principales efectos de transferencia de
materia son apreciados en direccion axial, la ecuacion de conservacion para la fuente de nitrogeno viene

dada por:
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Crur , Ny

=R 7.21
8‘[ aZl NH ( )

Donde Cyy es la concentracion de nitrogeno en la pared del hongo, Ny es la densidad de flujo
molar del nitrogeno en la direccion axial de la hifa y Ryy es la velocidad de reaccion del nitrogeno.
Aplicando la ley de Fick y considerando solo los términos difusivos en la hifa y solucion diluida, la ley de

Fick se reduce a la siguiente ecuacion:

dCyy

NH
dz,

Ny = -D (7.22)

Reemplazando el flux (ecuacion (7.22)) y el término de velocidad de reaccion en el balance de
materia (ecuacion (7.21)) se obtiene la ecuacion que describe la variacion de la concentracion de la fuente

de nitrogeno en la hifa.

2
Cyn =D, 0 Cng ST Cuu _ { Can } Pu (7.23)
at aZl CAH CNH + KNH YN

Can TR t

I

Donde, Dyy es el coeficiente de difusion molecular de la fuente de nitrogeno en el hongo; Yy es el
rendimiento de la fuente de nitrogeno en la célula y p, es la densidad de la hifa. El primer término
representa la acumulacion de la fuente de nitrogeno; el primer término luego de la igualdad representa los

efectos difusionales y el altimo término representa la velocidad de reaccion. Las condiciones de fronteras y

la condicion inicial para esta ecuacion son las siguientes:

CI  t=0 Cy=Cy (7.24)
CFl  7=0 Cy=K,Cy (7.25)
oCy

=0 (7.26)
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La primera condicion de frontera representa el equilibro existente entre la concentracion del
nutriente en el liquido adsorbido en el soporte y la concentracion del nutriente en la hifa. La segunda

condicion de frontera indica que no existe flux en el apice del hongo.
A continuacion se muestra la Tabla 7.1 que resume las ecuaciones que definen el modelo y las variables de
cada una. De la tabla se puede observar que el sistema de ecuaciones desarrollado que describe el modelo,

se encuentra completo, existiendo igual cantidad de variables como de ecuaciones.

Tabla 7.1 Lista de ecuaciones y variables que describen el sistema desarrollado

Definicion Ecuaciones del modelo Variables de

cada ecuacion

Cinética de Cany Cnu
crecimiento del C.y { Cun }
l"l = l"lmax 2
hongo C Cuw TK
CAH + KAH + AH NH NH
filamentosos I
Balance global de 2
' . 8CAb+V 8CAb_D 0°C,, —e [ka(c -c |
materia de la fase R| "5t P Dz| 5,2 R [ Sg%v|™ab T ™aAG Capy Cac
gaseosa en el
biofiltro
Determinacion de acC ac V., 6C 10/( oC
AG +v AG +_g6 AG:D —~r AG
CAGenlapelicula AP r o0 ¢l ror or Cac, Can
de gas
Can = Keql Cac "
Balance de Cyy _ D OCy Can Cyn P G yCan
- ot M 672 e C2. || Cy tK Y,
materia del 1 Coy + K + 21 NH NH N
nutriente I
Total 4 ecuaciones 4 variables
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7.4 ADIMENSIONALIZACION DEL MODELO

Para simplificar el modelo propuesto, este fue trabajado en estado seudo-estacionario. Esto es posible
debido a que el tiempo caracteristico de operacion del biofiltro y crecimiento de la biomasa son mucho

mayores a los tiempos en que ocurren los fenomenos de transporte en el interior del biorreactor.

7.4.1 Adimensionalizacion de la ecuacion de crecimiento
A continuacion se muestran las variables adimensionales definidas para la concentracion de la fuente de

nitrogeno en la pared del hongo y la concentracion de n-hexano en la fase gaseosa.

CAH . CAG

CNH CAbo

Reemplazando en la ecuacion de velocidad de crecimiento se obtiene la siguiente ecuacion:

c
= Hipgy X ~e o CNGTK (7.27)
¢, tK, + AG H 2
K,
Donde: K, = & : = KNH . 1 — KquCAbo
. 1 > 2 1 *
CAboKeql CNLoKeq2 K, K,

7.4.2 Adimensionalizacion balance de materia global de la fase gaseosa en el biofiltro
A continuacion se muestran las variables adimensionales definidas para el balance de materia global en la
fase gaseosa: concentracion de n-hexano en el seno del gas, altura del biofiltro de lecho fijo y

concentracion de n-hexano en la pelicula de gas.

eAbICAb; Z:E; eAG:CAG
Abo H CAbo

Reemplazando y reordenando en el balance de materia y las condiciones de frontera e inicial se

obtienen las siguientes ecuaciones:
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e, 1 (o€,
———| —22 |=S,(C, € 7.28
e o) s (e -e) 29
1 oe
CF1l Z=0 ¢€,,=¢ -—— (7.29)
iz Tz Pe, 0Z |,
CF2 Z=1 ﬂz‘\b: 0 (7.30)
Hv k,a H
Donde: Pe, =—= = Numero de Peclet S, = ——— = Namero de Stanton
Dz Vg

Siendo el ntmero de Peclet la razon entre el transporte por conveccion del gas en el seno del
fluido y el transporte debido a fenomenos de difusion. El ntmero de Stanton muestra la razon entre el

transporte en la pelicula de gas y el transporte del contaminante en el seno del gas.

7.4.3 Adimensionalizacion del balance de materia en la pelicula de gas
A continuacién se muestran las variables adimensionales definidas para el balance de materia en la

pelicula de gas alrededor de la hifa: concentracion de n-hexano en la pelicula de gas, radio de la hifa y largo
de la hifa.

r L, (t
Co=te;  g=ti =Dl
Ab,, L 21,

Reemplazando en el balance de materia, condiciones de frontera e inicial se obtienen las

siguientes ecuaciones:

cose[l%}%ﬂ{%_l}%:L{m(;%ﬂ 730
e e B  Pe,| 05\~ O

CAb

CRL f=  €o=1

(7.32)

Abo
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CF2 &=1 _agﬁ —|w Cuc = ( GNHK ]+w2 < A(t) (733)
d C +K, +-28 G +K,
I
CAG
CF3. 0=0 Cp =—" (7.34)
CAbo
CF4 0=C ¢ =Su (7.35)
2 CAbo
v 3 3
Donde: Pe, = —£ = Ntimero de Peclet W, = Mo Py 401 : W, =m, « Podm
Dg YA 8h])gCAbo 6h])g(jAbo
= h. K. = I<NH . 1 — KquCAbo
1 ’ 2 ’ *
CAboKeql CNLoKqu Kl KI

Siendo el namero de Peclet la razon entre el transporte por conveccion en la pelicula de gas y el

transporte debido a fenomenos de difusion.

7.4.4 Adimensionalizacion del balance de materia del nutriente
A continuacion se muestran las variables adimensionales utilizadas para la ecuacion de balance de materia

del nutriente: largo de la hifa, tiempo de transporte y crecimiento de la hifa, concentracion de n-hexano y

nutriente.
e _Cu . Z_ﬁ. e, _ Cw _ Dyt
T E 1Ty H = s T= d
Abo h NHo h

Reemplazando en el balance de materia, condiciones de frontera e inicial se obtienen las

siguientes ecuaciones:

%=%_¢2 Coo - { G } (7.36)

2
or 0z e K + 1+e,.

I
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CFEl. Z=0 €, =C% (737)

NLo

CF2. Z =1 K _ 0 (7.38)
0Z,
Donde: f = L; O=L, Hone ™ Py : Numero de Thiele
KZ YN X DNH X K NH

7.5 SOLUCION DEL MODELO POR DIFERENCIAS FINITAS

Normalmente cuando se tienen problemas con ecuaciones diferenciales y/o condiciones de frontera no
lineales, o cuando el problema esta dado por ecuaciones diferenciales acopladas, se recurre a métodos
numéricos para su solucion. Estos métodos entregan un valor aproximado de la solucion en varios puntos
del dominio de solucion. En el método de diferencias finitas que se implemento en este caso, los puntos de
interés se localizan en la interseccion de las lineas de malla en el cual es discretizado el problema. En la

Figura 7.6 se muestra un esquema de la solucion del sistema de ecuaciones del modelo desarrollado.

7.5.1 Discretizacion crecimiento de la hifa

A continuacion se muestra la discretizacion realizada de la ecuacion (5.3) que define el crecimiento de la
hifa. Para solucionar la seccion no lineal de la ecuacion, esta fue evaluada en un tiempo anterior “k-17,
siendo k el parametro que indica el tiempo de iteracion del método. Para disminuir el error en la
utilizacion de este método se trabaja con un At pequeno.

Se define la primera derivada en el tiempo como:

k+1 k
(djt“j _L A-t L, (7.39)

Reemplazando en la ecuacion (5.3) y reordenando se obtiene la ecuacion (7.40).
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SENO DEL GAS
[ PELICULA DE GAS
ﬁ VgCAb ‘/\ _VgCAhiDDz 1
7. +A7- dz |, x
L
od, | 1 ee, ,
g - — = =e.S (6.-6 6 i G
R|: oz (Pelj o7’ #Sc(Gac — ) cos 1+L2 0 AG+Senl9 Lz—l 00 _| 1 || 10 58 AG
——- & | o g L& 00 Pe, || £ 0¢ o0&
Z -
dc
C, = =y C, -D  —2
Vg™ an V/\ Vot ™Yo T, :}Z -, 0Cpe :[£+m6]&”dth(t)
U or | \Y, 9,
\» Can =ch1 CAG‘,I — I
1 Cyz, :Nitrogeno en
gAGl;:] { €, } perlita
PELICULA BIOLOGICA (Co \ 3 G B +1
(HIFAS) ¢ K:
CNH = KquCNL
Crecimiento
hifa

dX AX AX
dth = (ucachAV)(l_ X : J+(¢Xh){NTB ';/( : \J

max, m max,B

Figura 7.6 Estrategia conceptual de solucion del modelo matematico
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. . AL . AL
Lkhil = Lkhi + lPi(l 1- | lpgl NTR - et (7-40)
Lmax,m max,B
CL t=0 L, =d, (7.41)
Donde: p = [pk'lLAvAt] ; Pt = [¢k'1Lkh'ilAt:|

7.5.2 Discretizacion del balance de materia en el seno del gas
En la Figura 7.7 se muestra el esquema de discretizacion utilizado para las ecuaciones (7.28, 7.29 y 7.30)

que define el balance de materia en el seno del gas a lo largo del biofiltro y sus condiciones de frontera.

P — i-N-2 IZ]\II
¢ ¢ ¢ T ¢ ¢ ¢+ 0o+ ¢
Z-0 2 3 i i @1 02 i-N-1

=1

Figura 7.7 Esquema de discretizacion del balance de materia en el seno del gas.
Para la discretizacion del balance de materia se define la primera y segunda derivada. Estas
definiciones también son utilizadas para la discretizacion de los demas balances de materia en la pelicula

de gas y en la hifa.

Primera derivada:

i+1

+ a, GAbL +a, (’,Ab|i71
a,(A4Z)

ae,, | L a6,
oz |

(7.42)

Donde las a representan los parametros involucrados en los tres tipos de discretizacion posibles;

hacia atras, hacia delante y centrada, como se muestra en la Tabla 7.2:

Tabla 7.2 Parametro o para las diferentes diferenciaciones

Diferenciacion finita o0, Oy O3 O4 Os
Hacia adelante 1 -1 0 0 1
Hacia atras 0 1 -1 1 0
Centrada 1 0 1 1
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Segunda derivada:

azeAb| — eAb|i+1 B 2()’A'D|i + eAb|i—1
7T (a2

(7.43)

Reemplazando la primera y segunda derivada en el balance de materia al seno del gas se obtiene la

siguiente ecuacion:

a C

1 Ab|i+1

(¢

Ab |i+1

+ a, CAbL +a, flAbLf1 ~ 1 [

a,(4Z) Pe, (4Z) -2 eAbL + €y, |-.-J =S, (AZ)[GAG |-,- - eAb|-,-] (7.44)

1

Reordenando la ecuacion (7.44) a una forma tridiagonal y definiendo ry, 1, 13 y 14 se obtiene la

ecuacion (7.45):

rl eAbL_l + r2 eAbL + r3 eAb i+1 = r4 eAGL 2 S 1 S N - 1 (745)
_a 1 ] o 2
de: = |23 _ =2 AZ
Ponde " Lo, (AZ)Pe, |’ - a, ' (AZ)Pe, +S.(42)
o] =S, (AZ
E Lo, (AZ)Pe, |’ L =5,(42)

Discretizacion de las condiciones de frontera:

Condicion de frontera I:
Para la discretizacion de esta condicion de frontera fue utilizada la representacion de la primera deriva en
diferencias finitas con diferenciacion hacia delante. Reemplazando y ordenado se obtiene la siguiente

condicion de frontera discretizada:

1-PeAZ
Cl +|=——=—|C,|, =0 i=1 7.46
o, L,GIAZ_J ol (7:46)
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Condicion de frontera 2:
Para la discretizacion de esta condicion de frontera fue utilizada la representacion de la primera derivada
en diferencias finitas con diferenciacion hacia atras. Reemplazando y ordenado se obtiene la siguiente

condicion de frontera discretizada:

(¢

Ab‘N

-C

Ab‘N—l

=0 i=N (7.47)

Ahora reescribiendo el sistema de ecuaciones obtenido en forma de una matriz tridiagonal, para la

determinacion de la concentracion en cada intervalo en el biofiltro, se obtiene la siguiente matriz:

1-Pe AZ
— = 0 o, 0
Pe,AZ-1 c,| Le.
Ab |2 4 TAG |2
I r, Lo : _ .
0 o0 0 (7.48)
r r eAb |N-1 1'4 eAG |N-1
! C 0
0 0 -1 1 ol

7.5.3 Discretizacion del balance de materia en la pelicula de gas alrededor de la hifa

Para la discretizacion del balance a la pelicula de gas (ecuacion (7.31)), primero se trabajo con el término
no lineal en forma conservativa, de manera de disminuir los errores de aproximacion. Esta ecuacion fue
discretizada en forma general para todos los sistemas coordenados, para posteriormente reducirlo al de
interés. Para los términos de la primera y segunda derivada se utilizo las definiciones entregadas en la
seccion anterior. Para la discretizacion de la ecuacion (7.31) fue utilizado el esquema mostrado en la
Figura 7.8.

wsn

La discretizacion es realizada para un “j” constante a diferentes

wen
1

. Entonces el término no lineal

obtenido se muestra en la siguiente ecuacion:

- =~

Li aéeAG 1 2 |:
e oE\” o ), T (aey|| € | L

Donde a es el parametro asociado al sistema coordenado utilizado en la dicretizacion, como se

muestra en la Tabla 7.3.
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O 4
0-nt/2, M
M-1
3_
2_
0-0, -1 | | >
-1 2 3 N2 N
&=0G N-1 g-1

Figura 7.8 Esquema dominio discretizado utilizado para la solucion del balance de materia en la pelicula

de gas alrededor de la hifa.

Tabla 7.3 Parametro asociado al sistema de coordenadas

Sistema de coordenadas

v}

0 Cartesianas
1 Cilindricas
2 Esféricas

Reemplazando en la ecuacion (7.31), la primera derivada y el término no lineal (ecuacion (7.49))

para un valor de o = 1 (coordenadas cilindricas) se obtiene la siguiente ecuacion:

cosé. |:1 + L} a, eAG|i+1,j ta, eAGLJ +a, CAGLH .
& a, (4¢)

senﬁj |:L2 B 1:| @, e/-\G i,j+l ta, eAG|i,J' o eAGL'H (7.50)
E | ¢ a, (A@)
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Reordenando la ecuacion (7.50) y definiendo las variables Ay, Bjj, Cjj y Djj se obtuvo la siguiente

ecuacion en forma tridiagonal.

AJ. e:c,;cal - + Bij e:éCéﬂ g + Cij e:écal o — Dij (al eAkG‘i,jJrl + a3 eAkG‘i’jq) 1 < | < N —1
(7.51)
Donde:
1 |« 1 S
A =cost |1+—||— |- 2
i -\ a, Pe, (A§) ¢

Pe, (42)| € | P, (22)| &

i ] S ¢,
Bij = cosHJ. 1+L (0{2j + sen9j {L_l}[azﬁgj n 1 "3 " 1 -

Condicion de frontera I

_C
l,j_C

Ab

=0 € i=1 (7.52)

Abo

Condicion de frontera 2:
Para la discretizacion de la condicion de frontera 2 fue utilizada la diferenciacion hacia atras y para la

parte no lineal la evaluacion al tiempo anterior “k-1".

k,cal
- eAG

k-1 7 k-1 k,cal
. +(1+ Q02 e

= —W, AEA! i=N (7.53)

)

Ahora reescribiendo el sistema de ecuaciones en forma de una matriz tridiagonal, se obtiene la

siguiente matriz:
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%
1 0 0 - 0 e C o
Aij Bij Cij cee eAG |2 Dij ((X,l G:G ‘i,jﬂ + (O G:G ‘i,j-l )
0 . 0 « =
AN-I,' By, CN-I,' ¢ | (754)
0 0 j _1 i (1 N Ql;{l;\,k-l) eA;G er Dij ((Xl e:(} ‘N,j+1 +a, C:G ‘N,j-l )
-w,AELS

7.5.4 Discretizacion del balance de materia difusion y reaccion de la fuente de nitrégeno
Se implemento el método de diferencias finitas con cambio de espaciamiento a la ecuacion (7.36) y la

discretizacion fue llevada acabo alrededor del nodo “i”, como se muestra en el esquema de la Figura 7.9.

hi h1+1

Ei1  Giw &i i Ein

Figura 7.9 Esquema discretizacion alrededor del nodo “i.

Para la discretizacion de la ecuacion de difusion-reaccion de la fuente de nitrogeno a lo largo de la
hifa, fue utilizado el método de Crack-Nicholson con malla variable. Aplicando el método a la ecuacion

(7.36) para cualquier sistema coordenado, definido por o

k

e, [1 0 = [ e,
{ar } Lf“ 65(‘5 o } e ok | e s (75)
AG 1 K*

Mientras que la derivada temporal fue definida de acuerdo a la siguiente ecuacion:

k+1 k
P eNH ‘i
AT

k>1 e i

{%Ti &,

5, 1,2,...,N (7.56)
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Término de reaccion:

Para el término de reaccion de n-hexano, los valores de la concentracion son evaluados en un tiempo
anterior “k-17, resolviendo de esta forma la no linealidad, y aproximando este a un valor constante
inmediatamente anterior. Igual aproximacion fue realizada para el término de consumo de nitrogeno. De

esta forma fue obtenida la siguiente ecuacion:

R" , . R
meNH |+ A0 —(CNH\ ” )qH\ (7.57)

._R
T et )™

k+l

2z (1-A)@

Teérmino difusivo:
Para el término difusivo utilizando coordenadas cartesianas (0=0) y ordenando, se obtiene la siguiente

ecuacion para malla variable.

2] e

i i+1

-el) (el -eul)]

(7.58)
A

Ton TS

i+1

k+1 k+1

2]

eul’)- (e

i+1 i H

Reemplazando cada término en la ecuacion (7.36), agrupando términos semejantes y ordenando,

se obtiene la siguiente ecuacion:

k+1 k+1

o =-(=2)A6.[
~[-1+(1-2)B]e, | -(1-2)C e,

ane, [ +[1+28 e, " + ic.e,

(759)

i+1

Donde
At
p I = > = C| = 1
ey T
Rk k
B' =2p, + @’ AT— Bil“1 =2, + CDZAT#

NH\ﬁ+1 Cuwl B+1

AO. Vergara-Fernandez Y]



Capitulo Siete Resultados IV Modelo Matematico

Condicion inicial: =0 €, ‘Il =0 (7.60)
. Cy
Condicion de frontera I: Z =0 ¢, L = C ; 1=1 (7.61)
NLo
L, (t) ‘ ‘ _
Condicion de frontera 2: Z = q qH\N = eNH‘N,l . 1= (7.62)

Para cada valor de “k”, la ecuacion (7.59) representa un sistema tridiagonal de ecuaciones lineales
k+1

1 7eNH yeNH

Escribiendo la ecuacion (7.59) para cada nodo se tiene parai=2,k=1, 2, ...

k+1 k+1

para los valores de €|

i+ "

k+1

[+ 2Bt ]e,[" +C. €[ = -(1-2) A e[ - [-1+(1-2)BI" 6., .
~(1-4)c, e, -ane, [
Paralosnodosi=3,4,...,.N-2.k=1,2, ...
AAG, | +[1+ 2B e, [ +ac e, [ =-(1-2)Ae,] ~[-1+(1-2)B]6,[ o
- (1 - ﬂ“)ci eNH i+l
Paraelnodoi=N-1,k=1, 2,
ARG+ +[1+ 2B ]€, kill=—(1—/1)AN_1€NHIKN,2—[—1+(1— B“]CNHNI
. (7.65)

- (1 - ﬂ“) CN—I cNH| //LCN 1 eNH

Para cada “k”, el sistema de ecuaciones en forma matricial resulta como se muestra a continuacion.

1+2B: AC, 0 0\ Cul' (1-MA, €[ +[-1+(1-MB ] e[ +(1-1C, €[, +2A, €[
M, 1+ABY AC, - P |le (1-MA, €, [s +[-1+(1-MB e, [ +(1-nC, €[,
0 0 Pol=- :
: . XAN-Z 1+ XB:;Z }LC\’-Z eNH ‘]:*‘2 (1 - }\’)AN-Z eNH ‘;; + I:_l + (1 - }")BLIZ:IG\IH ‘:z + (1 - }\’)CN-Z ef\'H ‘l;l!
0 o 0 }\’AN'l I+ )\’B];H eNu ‘:’]‘ (1 - )\’)AN—I eNH ‘;2 + I:'l + (1 - )\’)Blill :Ie\u-l ‘:1 + (1 - K)CN—I eNH ‘l;, + XCN—I eNH ‘:ﬂ

(7.66)
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Mallas computacionales variables

Para la malla computacional fue considerada una capa limite de espesor 8. La capa limite es la region del
dominio en que la solucion analitica da un cambio del 90% con respecto al valor de la condicion de
frontera en Z = 1. Entonces, la seccion de la capa limite (dominio de la capa limite) estara dada por la

siguiente ecuacion:

7. =7-% (7.68)

El espaciamiento de los nodos (hs) en el dominio de la capa limite [1-§,1] esta dado por:

(7.69)

Donde Nj es el nimero de nodos en la capa limite. En el resto del dominio 0 ¢ Z < 1-8, fueron
considerados nodos interiores con espaciamiento constante h,.
Si N, es el numero de nodos incluyendo los externos en 0 < Z < 1-8, el espaciamiento h, esta dado

por la siguiente ecuacion:

(7.70)

7.6 EFECTO DEL CRECIMIENTO SOBRE LA CAIDA DE PRESION

La caida de presion en un lecho poroso puede ser relacionada con la velocidad del fluido por la ecuacion de
Ergun. Si el flujo de gas se encuentra en régimen laminar (6sea cuando el Namero de Reynolds de la
particula es Re <1, Auria et al., 1993) la ecuacion de Ergun se puede reducir a la ecuacion de Darcy’s [Auria
et al., 1995] (ecuacion 7.71). Entonces dadas las condiciones de operacion del biofiltro estudiado, flujo de
aire de 1.2 L min™, tiempo de residencia de 1.3 min, correspondiente a una velocidad superficial de 27.5 m

h™', el nimero de Reynolds en el sistema fue de alrededor de 1.3x107 (<1).

AP (1
(Tj—avg (Kjvg (7.71)
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Donde K es la conductividad hidraulica; AP, es la caida de presion entre la entrada y salida del
medio poroso (cm); L, longitud del empaque (cm); v, es la velocidad superficial del fluido (cm s™) y o es
una constante de proporcionalidad.

La ecuacion (7.71) es valida para liquidos con densidad constante. Cuando el fluido es un gas, la
ecuacion puede ser usada considerando un promedio de la densidad del gas entre la entrada y salida. La

permeabilidad intrinseca, k, es definida como:

Ky
P8

k= (7.72)

Donde p,, es la densidad del gas (g cm”); g, es la aceleracion de gravedad (cm s7?) y U, es la

viscosidad dinamica del fluido (g cm™ s™). La permeabilidad intrinseca en un medio poroso puede ser

definida con la ecuacion (7.73) [Auria et al., 1993]:

3 42
_ epdi

T (o) (7.73)

Donde: ¢, es el factor de tortuosidad (1.58 para esferas); g, es la fraccion de vacio y dg es el

diametro medio del soporte.
Durante el crecimiento de los hongos, la permeabilidad del medio cambia debido a los cambios en

la fraccion del vacio en el reactor, generando un aumento en la caida de presion del sistema.

7.6.1 Variacion de la fraccion de vacio
La fraccion de vacio en el reactor cambia en el tiempo, debido al crecimiento de los micelios aéreos. Esta
fraccion de vacio puede ser evaluada como una funcion de la variacion del largo total de las hifas en el

reactor de acuerdo a la ecuacion (7.74):

_ volumen vacio en el reactor _ Vi - (VE + Vm(m)

(7.74)
volumen total del reactor Vi

Donde, Vg es el volumen total de reactor; Vg es el volumen total del empaque (soporte) utilizado y
Vo €s el volumen total ocupado por el hongo en el reactor. Considerando que las hifas poseen una

forma regular cilindrica fue obtenida la siguiente ecuacion:
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V. —| V. +d’L t
SR(t)Z R [ E h Tot(R)( ):' (7.75)
VR

Donde, dj es el diametro de la hifa y Lo &) (t) es el largo de la hifa en el tiempo.

7.7 COEFICIENTES DE DIFUSION Y TRANSFERENCIA DE MATERIA

7.7.1 Estimacion del coeficiente de difusion molecular del gas

La difusion molecular del gas, D, fue determinada utilizando la correlacion de Fuller et al. [1966]. Esta
ecuacion utiliza los volamenes de difusion atomicos, los cuales son sumados para cada molécula de gas

[Lobo, 2004; Taylor y Krishna, 1993] (Anexo N).

7.7.2 Estimacion del coeficiente de difusion de la fuente de nitrogeno en liquido
Como una aproximacion, la difusion molecular de la fuente de nitrogeno (NaNOs) en la biopelicula fue
determinada considerando su difusion en medio liquido, Dy, utilizando la correlacion de Nernts-Haskell

para difusion de soluciones de electrolitos [Lobo, 2004] (Anexo O).

7.7.3 Estimacion del coeficiente de transferencia de materia

El coeficiente de transferencia de materia en la fase gaseosa fue determinado de acuerdo a Harmants y
Tramper [1991]. Ellos utilizaron el procedimiento mostrado en el Anexo P para determinar el coeficiente
de transferencia de materia para un biofiltro de lecho escurrido tratando diclorometano en fase gaseosa.
Esta estimacion esta basada en la utilizacion de la relacion de los nimeros adimensionales Reynolds (Re),

Sherwood (Sh) y Schimdt (Sc).

NOMENCLATURA MODELO MATEMATICO

ay : Area por unidad de volumen del soporte y biomasa, [L/1’]

Capb  :Concentracion de COV (n-hexano) en el seno del gas, [M/L’]

Cabo : Concentracion inicial de COV (n-hexano) en el seno del gas, [M/L’]
Cac :Concentracion de COV (n-hexano) en la pelicula de gas, [M/L’]
Can  :Concentracion de COV extracelular (en la pared de la hifa), [M/L’]
Cnu  : Concentracion de la fuente de nitrogeno en la hifa, [M/L’]

CnxL : Concentracion de la fuente de nitrogeno en el liquido, [M/L’]
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CNLo

dn

: Concentracion de la fuente de nitrégeno inicial en el liquido, [M/L’]
: Diametro promedio de las hifas, [L]

: Coeficiente de dispersion axial, [L*/T]

: Coeficiente de dispersion radial, [L*/T]

: Difusividad del COV (n-hexano), [L*/T]

: Difusividad de la fuente de nitrogeno en la hifa, [L*/T]

: Altura del biofiltro, [L]

: Coeficiente de transferencia de materia del gas, [1/T]

: Constante de afinidad del COV (n-hexano), [M/L’]

- Constante de afinidad de la fuente de nitrogeno, [M/L’]

: Constante de inhibicion del COV, [M/L’]

: Constante de equilibrio de n-hexano/pared hifas

: Constante de equilibrio de la fuente de nitrogeno/pared hifas
: Longitud media de los segmentos de hifa, [L]

: Longitud distal maxima promedio de la hifa individual, [L]

: Longitud distal maxima promedio de las ramificaciones, [L]
: Longitud critica de ramificacion, [L]

: Longitud inicial de la hifa, [L]

: Longitud total individual de las hifas, [L]

: Longitud individual de las hifas principales, [L]

: Longitud de las ramificaciones, [L]

: Longitud total de las hifas, [L]

: Coeficiente de mantenimiento celular, [1/T]

: Densidad de flujo molar del COV, [M/[L°T]]

: Densidad de flujo molar de la fuente de nitrogeno, [M/[L°T]]
: Numero de ramificaciones en la hifa individual

: Namero total de puntas en una hifa individual

: Namero inicial de esporas

: Coordenada radial

: Velocidad de reaccion, [M/[L’T]]

: Tiempo de operacion del biofiltro y crecimiento del hongo, [T]
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Ur : Velocidad de crecimiento apical del micelio, [L/T]
uB : Velocidad de extension lineal de las ramificaciones, [L/T]
Vot : Volumen total ocupado por la hifas aéreas en el reactor, [LZ]
Vr : Volumen total de reactor, [Lg]
Vi : Volumen total del empaque (soporte), [L’]
Vg : Velocidad longitudinal (o intersticial) promedio de la fase gaseosa, [L/T]
Vg : Velocidad en la pelicula de gas, [L/T]
X : Coordenada x del sistema cartesiano, [L]
y : Coordenada x del sistema cartesiano, [L]
Ya : Rendimiento celular del COV (n-hexano), [M/M]
YN : Rendimiento celular de la fuente de nitrogeno, [M/M]
z : Coordenada axial, [L]
Simbolos
o : Constante de proporcionalidad
B : Constante de proporcionalidad
Pn : Densidad de la hifa, [M/L’] [1.1x10° mg pum™]
P : Densidad del gas (considerado aire = 1.16x10° kg cm™), [M/L’]
v : Velocidad especifica de crecimiento, [1/T]|
e : Viscosidad del fluido (1.083x10” kg cm™ min™), [M/L T]
Umax : Velocidad especifica de crecimiento maxima, [1/T]
[0) : Frecuencia de ramificacion, [1/T]
Og : Espesor de la pelicula de gas, [L]
& : Fraccion de vacio en el reactor
¥ : Factor de tortuosidad
0 : Coordenada angular
Y : Constante de proporcionalidad de las ramificaciones
A : Fraccion de hifa principal
T : Tiempo a la longitud critica de ramificacion
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CAPITULO OCHO

RESULTADOS Y DISCUSIONES V:

Validacion Experimental del Modelado Matematico

“La mayoria de las ideas fundamentales en la ciencia son esencialmente sencillas y,

por regla general pueden ser expresadas en un lenguaje comprensible para todos”. A. Einstein

Para la simulacion y verificacion experimental del modelo desarrollado en el Capitulo siete (Desarrollo del
Modelo Matematico) se utilizaron los valores experimentales obtenidos en el Capitulo cuatro
(Parametros Fisicoquimicos y Cinéticos), Capitulo cinco (Estudio Morfologico de Fusarium solani) y los

resultados del biofiltro Bl del Capitulo seis (Biofiltracion de n-Hexano).

8.1 PARAMETROS FISICOS DEL. MODELO

8.1.1 Coeficiente de difusion de la fuente de nitrégeno en agua
Utilizando la ecuacion de Nerst-Haskell (Anexo O) y los datos mostrados en la Tabla 8.1 fue determinado

el coeficiente de difusion de NaNO; en agua. El resultado es mostrado en el resumen de la Tabla 8.5.
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Tabla 8.1 Datos utilizados en la determinacion del coeficiente de difusion de la fuente de nitrogeno.

Parametro Simbolo Valor Unidad Referencia
Temperatura T 3035 K ---

Constante de gases ideales R 8315  Joule/(K mol) Perry y Chilton, 1997
Constante de Faraday Fa 96488 Coulomb/g-equiv. Lobo, 2004
Conductancia cation 2 50.1 (amp/cm?)(Volt/cm)(g-equiv/cm®)  Lobo, 2004
Conductancia anion A0 714 (amp/em®)(Volt/em)(g-equiv/iem®)  Lobo, 2004

Numero de valencia cation n. 1 Adimensional -

Numero de valencia anion n 1 Adimensional ---

8.1.2 Coeficiente de difusion de n-hexano en aire
Utilizando la ecuacion de Fuller (Anexo N) y los datos de la Tabla 8.2 fue determinado el coeficiente de

difusion de n-hexano en aire. El resultado se muestra en la Tabla 8.5.

Tabla 8.2 Datos utilizados en la determinacion del coeficiente de difusion de n-hexano en aire.

Parametro Simbolo Valor Unidad Referencia
Temperatura T 3035 K ---

Presion p 1 atm —

Peso molecular aire My 2884  g/mol calculado
Peso molecular n-hexano Mg 8617  g/mol calculado
Volumen atémico de difusion C Vi 15.9 cm’/mol  Lobo, 2004
Volumen atémico de difusion H VBH 2.31 cm’/mol  Lobo, 2004

8.1.3 Coeficiente de dispersion axial

Utilizando la ecuacion propuesta por Edwards y Richarson [1968] (Anexo Q) y los datos de la Tabla 8.3
fue determinado el coeficiente de dispersion axial, para el biofiltro en estudio. Este coeficiente fue
obtenido para los parametros de operacion y dimensiones del biofiltro Bl (Capitulo seis). El resultado se

muestra en la Tabla 8.5.

Tabla 8.3 Datos utilizados en la determinacion del coeficiente de dispersion axial en el biofiltro.

Parametro Simbolo  Valor  Unidad  Referencia

Fraccion de vacio®” € 0685 m’m’ Determinado en este trabajo
Diametro de particula dp 0.004 m Determinado en este trabajo
Difusividad del n-hexano D, 0.029 m’h' Calculado

Velocidad superficial del gas (empacado) v, 4891 mh' Calculado

(*) e=volumen vacio / volumen de lecho

8.1.4 Coeficiente de transferencia en la fase gaseosa
El coeficiente de transferencia de materia en fase gaseosa, fue determinado utilizando relaciones entre
numeros adimensional, de acuerdo a Harmants y Tramper [1991] (Anexo P). En la Tabla 8.4 se muestran

los datos utilizados para el calculo. El resultado se muestra en la Tabla 8.5.
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Tabla 8.4 Datos utilizados en la determinacion del coeficiente de transferencia en fase gaseosa.

Parametro Simbolo  Valor  Unidad Referencia

Densidad fase gaseosa R 1160 gm’ Harmants y Tramper [1991]
Diametro de particula d, 0.0024 m Determinado en este trabajo
Difusividad del n-hexano D, 0.029 m’h’ Calculado

Viscosidad dinamica del gas Iy 6498 gm'h' Harmantsy Tramper [1991]
Velocidad superficial del gas Vg 4891 mh’ Calculado

8.1.5 Resultados parametros fisicos
En la Tabla 8.5 se muestran los resultados obtenidos para los diferentes coeficientes de difusion y

transferencia de materia.

Tabla 8.5 Resultados coeficientes de difusion, dispersion axial y transferencia de materia.

Parametro Simbolo  Valor Unidad
Difusion fuente de nitrogeno/agua Dranos 5746x10° m’h?!
Difusién n-Hexano/aire DHex, aire 0.0285 m’h?
Coeficiente de dispersion axial Dpz 0.079 m’h?!
Coceficiente de transferencia de materia  k, 36.56 mh’
Area superficial especifica ay 254237 m’m?

(*) Esta fue determinada de acuerdo a Geankoplis [2000], suponiendo a la perlita como particulas esféricas. a, = area

superficie / volumen de solido.

Como se puede ver de la Tabla 8.5, los valores obtenidos para el coeficiente de difusion de n-
hexano en aire son similares a los reportados por Zhu et al. [2004]. Mientras que los valores para el
coeficiente de dispersion axial, se encuentran en el mismo rango a los obtenidos para tolueno, xileno y

etilbenceno en un biofiltro de lecho fijo por Nguyen et al. [1997].

8.2 ESTRATEGIA CONCEPTUAL DE SOLUCION DEL MODELO

Para la solucion del modelo matematico, la columna del biofiltro de lecho fijo fue dividida en una serie de
pequenas columnas, las cuales representan un biorreactor en donde fue realizado cada calculo. El tamano
de cada subdivision de la columna es funcion del namero de nodos que fueron utilizados para simular el
modelo. Entonces los resultados de salida de una subdivision entregan los resultados de entrada a la
subdivision siguiente.

Para cada subdivision fueron realizados los calculos de variacion de la concentracion de n-hexano
en la pelicula de gas alrededor de la hifa y consumo en la pared de la hifa, entregando la eliminacion de n-
hexano en cada segmento del biofiltro. Luego integrando a la largo del toda la columna fue obtenido el

consumo de n-hexano total en el tiempo y a lo largo del biofiltro. Este calculo fue realizado junto a la
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determinacion de la variacion del nutriente en cada segmento de biofiltro. Uniendo ambos resultados fue
obtenida la elongacion de la hifa en el tiempo y su afecto en la fraccion de vacio (permeabilidad) y caida de

presion en el biofiltro de lecho fijo.

8.2.1 Estrategia computacional de solucion

Para resolver el sistema de ecuaciones diferenciales parciales que conforman el modelo matematico
desarrollado, fue utilizado el lenguaje FORTRAN. El conjunto de programas, esta compuesto de un
programa principal y cuatro subprogramas. Ademas de esto se encuentran los archivos de datos de
entrada al programa y la generacion de cuatro archivos para la salida de resultados (Anexo R, se muestran

los programas mas importantes). En la Figura 8.1 se muestra el diagrama de flujo del programa.

Programa Principal

En el Programa Principal se definen las variables de entrada que son comunes en todos los sub-programas,
luego de esto el programa principal llama al Subprograma Pelicula (en donde se obtiene la variacion de
contaminante en la pelicula alrededor de la hifa). Una vez realizados los calculos en el Subprograma Pelicula,
este vuelve al Programa Principal. Posteriormente, el Programa Principal llama al Sub-Programa Menu_LR, en
donde se obtiene la variacion de n-hexano en el seno del gas a lo largo del reactor.

A continuacion, el Programa Principal llama al Sub-Programa Menu_Nu, en el cual se determina la
variacion de la fuente de nitrogeno en el tiempo. Por ultimo es llamado el Sub-Programa
Menu_Crecimiento_Hifa, en el cual se determina el alargamiento de la hifa en el tiempo, integrando los
resultados obtenidos en los Sub-Programas Pelicula y Menu_Nu.

Finalmente, realizados todos los calculos en cada uno de los subprograma, el Programa Principal

abre los archivos 4,File= 'Largo.Dat'y 6,File='Seno Reactor.Dat', en donde son escritos los resultados de interés.

Subprograma Pelicula

En este subprograma el primer paso fue seleccionar el tipo de discretizacion que fue utilizada para los
calculos, esto es: asia adelante, atras o centrada; para esto se llama a la Subrutina Metodora. Luego de ser
seleccionado el método, se llama a la Subrutina Cond_Inicialra, la cual asigna y calcula condiciones iniciales y
de frontera. Entonces, son llamadas las Subrutinas ABCRA y Calculora para la determinacion de las
constantes ABC y los valores independientes de la matriz tridiagonal. Una vez realizados estos calculos, el
programa toma los valores determinados y los ingresa a la Subrutina Tridiag, para la solucion de la matriz
tridiagonal, la cual es un subprograma comun para la solucion de todas las ecuaciones utilizadas en todos

los subprogramas.
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SubPrograma Menu_LR

Al igual que en el subprograma anterior el primer paso fue seleccionar el tipo de discretizacion que fue
utilizado. Luego de ser seleccionado el método, se llama a la Subrutina Cond_Inicial LR, la cual asigna y
determina condiciones iniciales y de frontera, ademas de calcular la variacion de los segmentos de
discretizacion a lo largo del reactor. Posteriormente son llamadas las Subrutinas ABC_LR y Calculo_LR para
la determinacion de las constantes ABC y los valores independientes de la matriz tridiagonal. Una vez

realizados estos calculos, el programa llama a la Subrutina Tridiag.

Subprograma Menu_Nu
El primer paso de este subprograma es llamar la Subrutina Datos_Variable Nu en la cual son leidos todos los
datos especificos para este subprograma. Luego el programa llama a la Subrutina Malla_Nu, la cual
determina los tamanos de cada una de las mallas utilizadas. Esto debido a que para la solucion de la
ecuacion diferencial, fue utilizada una discretizacion dividiendo el dominio en dos mallas constantes.
Posteriormente el programa llama a la Subrutina Met_Sol Nu, en la cual se entrega la opcion de
seleccionar el método de solucion de la ecuacion, ya sea por el método implicito o el método de Crank-
Nicholson, en este caso los mejores resultados fueron obtenidos para el método de Crank-Nicholson.
Entonces, una vez elegido el método se llama a la Subrutina ABC_Nu y Subrutina Calculo Nu para calcular
los valores de ABC y los valores independientes de la matriz tridiagonal, respectivamente. Luego son
llamadas las subrutinas que asignan las condiciones de frontera e inicial (Subrutina Cond_Inicial Nu y
Subrutina Cond_Frontera_Nu). Finalmente es llamada la Subrutina Tridiag para realizar el calculo de la matriz

tridiagonal.

Subprograma Menu_Crecimiento_Hifa

Este subprograma esta compuesto de un cuerpo principal, en el cual inicialmente se ingresan los
parametros utilizados en la simulacion. Luego el subprograma adquiere los datos de las concentraciones
de n-hexano y fuente de nutriente en el tiempo de los Subprogramas Pelicula y Menu_Nu. Con estos valores se

determina la variacion de la velocidad especifica de crecimiento, frecuencia de ramificacion y alargamiento

de 1a hifa.
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Figura 8.1 Diagrama de flujo del programa
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8.3 VERIFICACION EXPERIMENTAL Y SIMULACION DEL MODELO
MATEMATICO

Para la validacion del modelo matematico fueron utilizados los resultados del biofiltro Bl para la
eliminacion de n-hexano del Capitulo seis. El sistema de biofiltracion utilizado, corresponde a una
columna de vidrio de 1 m con un diametro interno de 0.07 m, la cual fue separada en tres etapas de igual
tamano.

Los biofiltros fueron empacados con 2.5 L de perlita (con una fraccion de vacio de 68% y tamafio
de particula entre 3.4 y 4.8 mm).

El aire saturado con n-hexano fue mezclado con aire huimedo proveniente del humidificador y
posteriormente introducido por el tope del biofiltro con un flujo de 1.2 L min™. El flujo utilizado
correspondio6 a un tiempo de residencia en el lecho vacio de 1.3 min, trabajando a una carga de entrada de

n-hexano de 325gm” h™.

8.3.1 Verificacion del modelo matematico

Las Figuras 8.2, 8.3, 8.4 y 8.5 muestran las comparaciones entre los resultados experimentales obtenidos
en el biofiltro y la prediccion del modelo desarrollado. Ademas, se muestran algunas simulaciones en las
cuales se indica algunos de los rangos de operacion en los cuales es posible establecer el trabajo del

sistema de biofiltracion.

Capacidad de eliminacion (CE)
La Figura 8.2 muestra la comparacion entre los datos experimentales de la capacidad de eliminacion
obtenidos en el biofiltro Bl y la variacion de la capacidad de eliminacion determinada a través del modelo
matematico para diferentes coeficientes de rendimiento celular. Esta tltima simulacion fue realizada para
determinar los rangos de variacion del rendimiento celular en el proceso de crecimiento de los hongos. La
Figura 8.2 fue obtenida con los diferentes balances de materia que determinan la variacion de la
concentracion de n-hexano a lo largo del biofiltro y en el tiempo, ademas de la ecuacion (3.20) que define
la capacidad de eliminacion del biofiltro de lecho fijo.

Los resultados de la simulacion indican que la variacion del rendimiento celular durante el
proceso de crecimiento debe ser considerada en el modelo, de manera de tener una mejor prediccion de los

resultados experimentales.
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Figura 8.2 Capacidad de eliminacion experimental y simulacion del modelo matematico. (@) Resultados
experimentales y (=) modelo de capacidad de eliminacion. Variacion de la simulacion de la CE para un
rango de coeficientes de rendimiento celular de n-hexano en F. solani entre 0.1y 0.8 g'g”. Obtenida con la

ecuacion (3.20) y (7.4).

Existen dos procesos biologicos que influyen en la biodegradacion de n-hexano por el hongo. El
primero de ellos es el catabolismo, el cual es un proceso intracelular de degradacion del compuesto a
productos mas simples (ejemplo: glucosa a CO, y H,0). El catabolismo produce la energia para la célula.
El segundo proceso es el anabolismo, el cual envuelve la sintesis de compuestos mas complejos (ejemplo:
glucosa a glicogeno) y requiere energia.

Estas reacciones que ocurren en las células pueden ser clasificadas en tres categorias: (I)
degradacion de nutriente, (IT) biosintesis de pequenias moléculas y (IIT) biosintesis de grandes moléculas.
Estos pasos ocurren por lo general en forma simultanea, cuando esto sucede se dice que la célula esta
acoplada energéticamente, entregando como resultado de estas reacciones metabolicas la formacion de
material para nuevas células. Por otro lado, si existe un desacoplamiento energético en la célula, esto
quiere decir que la velocidad a la cual se produce la energia es diferente a la cual crecen las células, el
rendimiento celular constante para crecimiento no representa la realidad de la produccion de biomasa.
Esto podria ser una de las explicaciones de la mayor CE que se observa en la Figura 8.2 con respecto a la
prediccion del modelo para bajos valores de rendimiento celular cuando comienza la etapa de crecimiento
en el hongo. Asi también se puede explicar la baja CE obtenida con la simulacion durante la etapa de
latencia, para altos coeficientes de rendimiento celular. Esta explicacion fue verificada variando el

rendimiento celular en el hongo y realizando la simulacion, en donde la zona achurada entre la linea de
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rendimiento celular 0.1 g" gy la de rendimiento celular 0.8 g" g™ indica la posible variacion del perfil de
CE determinada con el modelo. En la Figura 8.2 se puede apreciar que a medida que el rendimiento celular
para crecimiento disminuye, aumenta la CE durante los primeros dias de operacion, lo cual indica que
existe algin grado de desacoplamiento energético en el hongo. Sin embargo, también se puede observar
que se produce un desplazamiento de la zona de crecimiento acelerado. Es decir, al considerar un
rendimiento celular de 0.1 g™ g inicialmente, estamos considerando que no existe un consumo importante
de n-hexano asociado el crecimiento y a medida que aumentamos el rendimiento hasta 0.8 g' g, se
considera que el mayor consumo de n-hexano esta dado por el crecimiento.

Posteriormente, cuando la biomasa aumenta (después del dia 25) la CE también aumenta,
obteniendo un mejor ajuste del modelo tecrico para valores de rendimiento celular de 0.8 g g™

Los valores maximos obtenidos de CE fueron similares a los obtenidos por Spigno et al. [2003]
utilizando el hongo Aspergillus niger y mayores a los reportador por Arriaga y Revah [2005a,b] utilizando

Fusarium solani.

Perfil de concentracion

En la Figura 83 se muestra la comparacion entre los perfiles de concentracion de n-hexano
experimentales a lo largo del biofiltro, para diferentes dias de operacion, con los perfiles entregados por el
modelo. Esta figura es obtenida con le ecuacion (7.4).

Como se puede observar, el modelo predice bien los perfiles a los diferentes tiempos de operacion.
Existiendo la mayor diferencia en el primer modulo del biofiltro, en los tres dias simulados. Como se
puede observar de la Figura 8.3, los datos experimentales y el modelo revelan un perfil de concentracion
concavo a lo largo de la columna, lo cual se aleja de un modelo de dispersion. Esto puede ser explicado
parcialmente por el namero de Peclet obtenido a las condiciones de trabajo, Pe=366. Segtn lo reportado
por Spigno et al. [2003] en un biofiltro fangico para la eliminacion de n-hexano, para concentraciones
menores a 9.0 g m” y con un namero de Peclet mayor de 30 es posible observar el comportamiento
mostrado en la Figura 8.3. También es posible observar a mas dias de operacion, que los perfiles de
concentracion se alejan aun mas de un modelo de dispersion, indicando esto un aumento en el namero de
Peclet generados por la disminucion en la fraccion de vacio en el lecho.

La brusca caida de la concentracion en el primer modulo del biofiltro luego de 48 dias de
operacion, esta relacionada a la mayor cantidad de biomasa generada en este modulo (Tabla 6.1 y Figura
8.4), producto de la mayor concentracion de n-hexano a la entrada del biofiltro, lo cual favorece la
transferencia de materia hacia la biomasa.

La Figura 8.4 muestra el perfil de biomasa obtenido experimentalmente en el biofiltro luego de ser

operado durante 48 dias. Este fue obtenido con las ecuaciones (7.4) y (5.8) del balance de materia a lo
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largo del biofiltro y de la ecuacion de elongacion de la hifa a partir del estudio morfologico,
respectivamente. En este periodo de operacion no fue posible obtener muestras de biomasa que
permitieran determinar su evolucion en el tiempo. Sin embargo, fue realizada una simulacion que muestra

como esta biomasa fue cambiando en el reactor.

Concentraciéon adimensional,

00 02 04 06 08 10
Altura adimensional biofiltro, [z/H]

Figura 8.3 Perfiles de concentracion de n-hexano a lo largo del biofiltro para diferentes tiempo de

operacion y su comparacion con el modelo. (m) Dia 1, (@) dia 30, (A ) dia 48 y (=) modelo. Obtenida con la

ecuacion (7.4).

Tiempo de operacion

-1

[rngbiomasag perlita seca]

Cocentracion de biomasa,

03 04 05 06 07 08 09 10

Altura adimensional del biofiltro, [z/H]

Figura 8.4 Perfil de biomasa a lo largo del biofiltro luego de 48 dias de operacion y su simulacion durante
el tiempo de operacion. (@) Resultados experimentales, () modelo. Obtenido con la ecuacion (7.4) y la

ecuacion (5.8).
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Se puede observar que debido a la mayor concentracion de n-hexano en el primer modulo del
biofiltro, la cantidad de biomasa fue aumentando en el tiempo en mayor grado que en los otros dos
modulos. Esto se debe a que a medida que el n-hexano gaseoso pasa a través de la columna y es degradado
por el hongo, su concentracion disminuye en los siguientes modulos, reduciendo de esta forma la
transferencia de materia hacia el hongo y por lo tanto su disponibilidad para ser utilizado para
crecimiento.

La Figura 8.4 indica la buena prediccion de este perfil de biomasa final por el modelo matematico

desarrollado, existiendo una pequena desviacion en el altimo modulo.

Caida de presion

La Figura 8.5 muestra la comparacion de los resultados experimentales de la caida de presion (AP) en el
biofiltro y la prediccion del modelo. Esta figura fue obtenida con las ecuaciones (5.8) de elongacion de la
hifa y la ecuacion (7.71) que corresponde a la ecuacion de Darcy’s, que es relacionada con el cambio en la
fraccion de vacio en el biofiltro de lecho fijo.

De la Figura 8.5 se puede observar la buena prediccion realizada por el modelo, la cual se
aproxima muy bien a la realidad fisica. Sin embargo, en los primeros dias de operacion, antes de obtener
un crecimiento importante de la biomasa la AP no fue bien determinada por el modelo, esto se debe
presumiblemente al liquido estatico presente en el lecho necesario para mantener la humedad del sistema,
el cual no fue incluido en el modelo, situacion también observada en el modelo desarrollado por Iliuta y
Karachi [2004]. La AP final obtenida fue similar a la reportada previamente por Arriaga y Revah [2005b]

para un biofiltro fangico utilizado para la eliminacion de n-hexano.

Caida de presion, [mmH_O/m lecho]

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tiempo, [Dias]
Figura 8.5 Evolucion experimental de la caida de presion en el biofiltro y prediccion del modelo. (@)

Datos experimentales y (=) modelo caida de presion. Obtenida con las ecuaciones (5.8) y (7.71).
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Los resultados de las Figuras 8.2, 8.3, 8.4 y 8.5 muestran que el modelo matematico desarrollado
predice el funcionamiento de un biofiltro fangico, de acuerdo a los datos experimentales obtenidos a las

condiciones de operacion del biofiltro.

8.3.2 Simulacion del modelo
La simulacion del modelo desarrollado, tuvo como objetivo verificar la sensibilidad de este frente a
diferentes cambios en algunos parametros de transferencia de materia y biologicos.

Las simulaciones realizadas fueron: a) evolucion de la velocidad especifica de crecimiento, b)
efecto del diametro de la hifa en el area de transporte total generada para biodegradacion en el biofiltro
durante el periodo de operacion, c) efecto del coeficiente de particion de n-hexano (K) en la capacidad de
eliminacion (CE), d) efecto del mantenimiento celular en la CE, ) efecto de la constante de inhibicion de
Haldane en la CE y f) efecto de la piy,, en la CE.

Las diferentes simulaciones realizadas fueron obtenidas utilizando los mismos parametros con los

cuales fue verificado experimentalmente el modelo, variando solo el parametro de interés.

Evolucion de la velocidad especifica de crecimiento
En la Figura 8.6 se puede observar como disminuye la velocidad especifica de crecimiento del hongo a
medida que transcurre el tiempo de operacion. Esto debido a que cuando que el hongo esta en crecimiento
la fuente de nitrogeno disminuye (manteniéndose constante la fuente de carbono, debido a que es un
ingreso continuo). Entonces, a medida que la fuente de nitrogeno es utilizada, de acuerdo al modelo doble
de crecimiento propuesto (siendo el modelo de Haldane para la fuente de carbono y Monod para el
nitrogeno), la velocidad baja hasta cero, cuando el nutriente es consumido totalmente, momento en el cual
se detiene el crecimiento y el consumo de n-hexano se lleva a cabo solo para el mantenimiento celular.

La Figura 8.6 muestra que el modelo matematico predice la evolucion de la velocidad de especifica

de crecimiento de acuerdo a lo tedricamente esperado.

Efecto del diametro de la hifa en el area de transporte

En la simulacion de la Figura 8.7 se muestran los resultados del efecto en el area superficial especifica de
transporte (ASET) generada debido al cambio en el diametro de la hifa. Esta simulacion fue realizada para
una misma cantidad de biomasa final en el biofiltro, la cual fue controlada en el modelo con el agotamiento

de la fuente de nitrogeno.
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Figura 8.6 Evolucion de la velocidad especifica de crecimiento en el periodo de operacion del sistema de

biofiltracion. Obtenida de la ecuacion (7.2).

Como se puede observar de la Figura 8.7 a medida que el diametro de la hifa disminuye, el ASET
en el biofiltro generada por las hifas del hongo es mayor, para una misma cantidad de biomasa final. Se
puede observar que si el diametro de la hifa disminuye a la mitad, de 2.1 pm a 1.05 pm, el modelo predice
un aumento en el area final de aproximadamente del doble. Sin embargo, este aumento en el ASET
produce un efecto en la permeabilidad del lecho, generandose una disminucion de la eg de 0.57 a 0.27, lo

cual puede producir problemas de transporte de materia en el sistema.
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2.0x10°
2 e
R
1.5x10° i

R
RN

1.0x10°
5.0x104 |

2 3
Area de transporte, [m=.m 1

Figura 8.7 Simulacion del efecto del diametro de la hifa en el area especifica de transporte para un

biofiltro inoculado con el hongo filamentoso Fusarium solani.
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El valor final obtenido de la simulacion del ASET de 1.91x10° m”* m” para un diametro de hifa de 2.1
pm, correspondiente al hongo crecido en n-hexano, fue similar al valor de 1.8x10°> m* m” obtenido por
Arriaga [2005], en un biofiltro inoculado con F. solani para la eliminacion de n-hexano.

Determinando tedricamente el ASET generada en un biofiltro bacteriano de acuerdo a la ecuacion
reportada por Iliuta y Laranchi [2004] (ecuacion 8.1), es posible realizar una comparacion con el area

generada en un biofiltro fangico a las mismas condiciones de trabajo:

aab:%(”%}{(z_n)%ﬂ} (8.1)

p p

Donde, a,p, es el ASET para un biofiltro bacteriano, d, es el diametro de la particula, 8, es el espesor
de la biopelicula y n es el nimero de puntos de contacto (o coordinacion) entre las particulas, el cual fue

estimado utilizando la relacion de Dullien [1979]:

£"=1.072-0.1193n+0.004312n" (8.2)

Siendo €” la fraccion de vacio inicial en el lecho. Utilizando el espesor maximo de biopelicula
obtenido por Iliuta y Laranchi [2004] de 350 pm para un biofiltro bacteriano, fue posible establecer
utilizando similares condiciones a las utilizadas en el biofiltro Bl que el area maxima generada en un
biofiltro bacteriano es de 1.5x10° m* m”.

Al comparar los valores de ASET entre ambos tipos de biofiltros (fingicos y bacterianos), el area
obtenida en un biofiltro fangico fue 127 veces mayor a la obtenida en un biofiltro bacteriano. Ademas, si
consideramos que solo el 43% de las hifas generadas son aéreas segtin Arriaga [2005], el ASET obtenida
para un biofiltro fangico fue 48 veces mayor que el ASET del biofiltro bacteriano. Estos resultados son
independientes de la cantidad de biomasa generada en los biofiltros, siendo estos resultados posibles de
corregir para cada situacion especifica dependiendo de la cantidad de biomasa final generada en cada tipo
de biofiltro. Por otro lado, comparando la CE maxima reportada por Zhu et al. [2004] de 41 g m™ h™
obtenidas para la eliminacion de n-hexano en un biofiltro bacteriano, con la CE de 248 g m” h™ obtenida
en este trabajo, se observa que para un aumento de 48 veces en el aérea de transporte, la CE aumenta
aproximadamente 6 veces. Esta diferencia en el area especifica de transporte entre biofiltros bacterianos y
fangicos, al ser comparada con el aumento en la CE, sugiere la existencia de limitaciones de transporte en
el sistema, ya que se podria esperar una mayor CE por unidad de area de transporte generada en el

biofiltro fangico. Entonces, con la simulacion de la Figura 8.7 es posible establecer la importancia del
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crecimiento aéreo y las propiedades hidrofobicas del hongo en su mayor CE de COVs hidrofobicos en

biofiltros.

Efecto del coeficiente de particion de n-hexano en la CE

Las Figuras 8.8 y 8.9 muestran el efecto del coeficiente de particion de n-hexano en biomasa sobre la CE
del biofiltro. La Figura 8.9 fue realizada graficando la CE maxima obtenida luego de 48 dias de operacion
del biofiltro, obtenida con la ecuacion (3.20).

De la Figura 8.8 se puede observar que si el coeficiente de particion disminuye a la mitad, la CE del
sistema aumenta de 220 a 250 g m” h™ aproximadamente. Pero ademas, se puede observar que el tiempo
de puesta en marcha del biofiltro y el tiempo en el cual se alcanza la CE maxima son aproximadamente 10
dias menos que los otros casos. Por otro lado, si el coeficiente de particion aumenta el doble, la capacidad
de eliminacion maxima que es posible obtener luego de 48 dias disminuye bruscamente en el biofiltro,
siendo alrededor de 145 g m” h™. Esto se debe a la menor disponibilidad de n-hexano en la biomasa.
Incluso se observa que para el tiempo de operacion establecido, no es posible alcanzar el estado
estacionario cuando se trabaja con coeficiente de particion dos veces mayores al valor experimental.

Esta simulacion indica la importancia del coeficiente de particion en la CE existente en un
biofiltro fangico. Es decir, esto indica la importancia de la transferencia de masa del contaminante desde
la fase gaseosa a la biomasa para aumentar la capacidad de eliminacion de n-hexano.

De acuerdo a lo discutido anteriormente y a lo que se muestra en la Figura 8.9, se puede ver que a
medida que el coeficiente de particion disminuye (mayor solubilidad), la CE aumenta, lo que tiene
relacion a la mayor disponibilidad de n-hexano en la biomasa, mientras que si el coeficiente de particion
aumenta la CE disminuye.

Finalmente, el comportamiento observado en la Figura 8.9, cuando el coeficiente de particion es
menor de 0.1, se aprecia que la CE es constante, lo que indica que aunque disminuya mas el coeficiente de
particion no existiria una mejoria en la CE, esto es debido a que el biofiltro entra en una zona en la cual se
encuentra limitado por reaccion, a las condiciones a las cuales fue operado el reactor y realizadas las
simulaciones. De aqui es factible dividir la operacion del biofiltro de acuerdo al coeficiente de particion en
una zona limitada por reaccion y otra limitada por transporte (Figura 8.9), considerando la biomasa

maxima obtenida para un diametro de hifa de 2.1 pm.
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Figura 8.8 Efecto del coeficiente de particion de n-hexano (K) en la evolucion de la capacidad de

eliminacion en el biofiltro. (—) Simulacién para 2xK-0.4 g g, () simulacion para K-0.2 g gy (+)

simulacion para K/2-01gg™.
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Figura 8.9 Efecto del coeficiente de particion de n-hexano sobre la capacidad de eliminacion del biofiltro

fangico, luego de 48 dias de operacion. Para un diametro de hifa de 2.1 pm. Obtenida con la ecuacion

(3.20)
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Efecto del mantenimiento celular en la CE

La Figura 8.10 muestra el efecto del coeficiente de mantenimiento celular (mc) de F. solani sobre la CE del
biofiltro. De la Figura 8.10 se puede observar un bajo efecto en la CE, existiendo un aumento en los
ultimos dias de operacion del biofiltro, lo cual tiene relacion a la mayor cantidad de biomasa presente en
estos dias, mientras que durante los primeros dias de operacion el consumo de n-hexano esta dado
principalmente para crecimiento celular.

Inicialmente, es posible observar una baja utilizacion de la fuente de carbono para mantenimiento
celular, lo cual se debe a que el consumo de n-hexano durante el periodo de crecimiento solo
corresponden a un 2% del n-hexano total consumido (Capitulo cuatro). Sin embargo, una vez agotada la
fuente de nitrogeno y terminado el crecimiento, el consumo de n-hexano debido al mantenimiento celular
corresponde al 100%, aunque segtin lo observado por Arriaga y Revah [2005a,b] la CE disminuye luego de
alcanzado el estado estacionario, indicando esto la importancia de la adicion de nutrientes en biofiltros
para el mantenimiento de una alta CE. Esto puede estar relacionado a la tasa de consumo de n-hexano por
mantenimiento celular, la cual es aproximadamente 25 veces menor a la tasa de consumo en la etapa de

crecimiento, de acuerdo Vergara-Fernandez et al. [2006].
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Figura 810 Simulacion del efecto del mantenimiento celular sobre la capacidad de eliminacion del
biofiltro. () Simulacion para 2xmc = 3.02x10* g g h”, (---) simulacion para m¢ = 1.51x10* g g* h' y (=)

simulacion para m¢/2 = 7.55x10” g g h™. Obtenida con la ecuacion (3.20)

Efecto de la constante de inhibicion en la CE
La Figura 8.11 muestra el efecto de la constante de inhibicion del modelo de Haldane sobre la CE del
biofiltro fungico. Obtenida de las ecuaciones (3.20) y (7.2). De la Figura 8.11 se puede observar que bajo las

condiciones de operacion del biofiltro no existe un efecto importante de inhibicion, esto se debe a que la
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inhibicion fue observada en Fusarium solani para concentraciones superiores a 7.0 g m~ de n-hexano,
concentracion maxima a la cual fue operado el biofiltro Bl y fueron realizadas las simulaciones. Como se
puede apreciar en la Figura 8.10 y 8.11 los efectos de parametros cinéticos sobre la CE del sistema no son

importantes, lo que puede indicar que el biofiltro se encuentra limitado principalmente por transporte.
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Figura 8.11 Simulacion del efecto de la constante de inhibicion de Haldane para F. solani utilizando n-
hexano como fuente de carbono. () Simulacion para 2xK=60.2 g m”, (---) simulacion para K;=30.1 gm™y

(—) simulacion para Ki/2-15.0 gm™. Obtenida con la ecuacion (3.20) y (7.2)

Efecto de la velocidad maxima de crecimiento en la CE

La Figura 8.12 muestra el efecto de la velocidad maxima de crecimiento sobre la CE. Se puede observar de
la Figura 812, que al aumentar al doble la velocidad maxima de crecimiento (2pm.y), disminuye
aproximadamente en 20 dias el tiempo en el cual es alcanzado el estado estacionario (maxima capacidad
de eliminacion) en el biofiltro. Sin embargo, la CE maxima no aumenta, esto se debe a que la cantidad de
fuente de nitrogeno en el biofiltro es la misma y por lo tanto la biomasa final generada es la igual que para
la velocidad maxima de crecimiento inicial. Esto ocurre al no existir una adicion extra de fuente de
carbono y nutrientes en el medio. Por otro lado, se observa que al disminuir a la mitad la velocidad
maxima de crecimiento (Jm./2) la CE disminuye bruscamente, no alcanzando el estado estacionario a los
48 dias de operacion y consiguiendo una CE maxima en este periodo de 45 g m” h™. Esto no significa que
no sera alcanzada la CE maxima obtenida en las otras dos simulacion, sino que el tiempo para alcanzar

dicho estado estacionario debe ser mayor.
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Figura 8.12 Simulacion del efecto de la velocidad maxima de crecimiento de F. solani en n-hexano sobre la

capacidad de eliminacion del biofiltro. (=) Simulacion para Pu,-0.0518 h*, (---) simulacién para

Finax/2-0.0259 hy (+) simulacion para 2xj1;,,-0.1036 h™.

8.4 CONCLUSIONES PARCIALES

La formacion de hifas areas en biofiltros inoculados con hongos filamentosos, aumenta la capacidad de
eliminacion de los COVs hidrofobicos, debido al aumento en el area de transporte disponible, cuando este
es comparado con biofiltros bacterianos. Las caracteristicas hidrofobicas del hongo, expresadas en su
coeficiente de particion también poseen un efecto importante en el aumente en la capacidad de
eliminacion, lo cual fue verificado con la simulacion realizada al biofiltro para diferentes valores de
coeficiente de particion.

La mayor area de transporte dada por el crecimiento de hifas aéreas, tiene un efecto sobre la
permeabilidad del lecho, disminuyendo la fraccion de vacio y por lo tanto aumentando la caida de presion
en el biofiltro. Este efecto en la permeabilidad del lecho también se ve afectada por el diametro de la hifa,
cuya caracteristica morfologica puede variar dependiendo de la fuente de carbono en la cual el hongo es
crecido inicialmente.

La simulacion del modelo bajo diferentes escenarios, indica que para el biofiltro fangico, a las
condiciones de trabajo, son mas importantes los efectos de transporte de materia que los cinéticos
(reaccion de biodegradacion).

El modelo propuesto es desarrollado en estado cuasi-estacionario, basado en balances de materia

de la fuente de carbono a lo largo de seno del reactor, una pelicula gaseosa alrededor de la hifa y un
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balance de materia de la fuente de nutriente, acoplados a una ecuacion de crecimiento que considera los
principales parametros morfologicos del hongo. El modelo desarrollo al momento de ser simulado predice
de buena forma la capacidad de eliminacion del sistema y el funcionamiento del biofiltro en el tiempo. El
modelo puede ser mejorado adicionando el efecto del desacoplamiento energético de los microorganismos

en los primeros dias de operacion.
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CAPITULO NUEVE

CONCLUSIONES

“La vida es el arte de sacar conclusiones suficientes

a partir de datos insuficientes”. Samuel Butler

9.1 CONCLUSIONES GENERALES

1. El uso de hongos filamentosos aumenta la capacidad de eliminacion de compuestos organicos volatiles

hidrofobicos en biofiltros de lecho fijo.

2. Las propiedades hidrofobicas de los hongos filamentosos aumenta la capacidad de eliminacion de COVs

hidrofobicos, favoreciendo la particion del COVs en la biomasa

3. La morfologia de crecimiento de los hongos filamentosos favorece la mayor capacidad de eliminacion de
COV hidrofobicos, al existir mayor area de transporte y contacto directo entre el COVs en fase gaseosas y

la biomasa.

4. Es factible modelar el crecimiento fangicos en biofiltros de lecho fijo que permitan comprender los
diferentes fenomenos fisico-quimicos y biologicos que favorecen la eliminacion de COV hidrofobicos en

biofiltros fangicos
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9.2 CONCLUSIONES ESPECIFICAS

Los estudios realizados para determinar algunos de los efectos que causa el medio de cultivo y el tipo de
fuente de carbono sobre el hongo Fusarium solani, indicaron que las condiciones de cultivo, ya sea en medio
solido o liquido, y el tipo de fuente de carbono, mas 6 menos hidrofobica, influyen en algunas de las
propiedades fisicoquimicas de Fusarium solani, entre ellas el coeficiente de particion de n-hexano,
hidrofobicidad superficial y contenido de lipidos.

En forma general, el crecimiento del hongo en una fuente de carbono mas hidrofobica incrementa
la hidrofobicidad superficial y la solubilidad de n-hexano gaseoso en la biomasa, permitiendo esto una
mayor biodisponibilidad del COVs hidrofobico para ser biodegradado, disminuyendo de esta forma una
de las limitaciones del uso de biofiltros bacterianos, la limitacion por transporte.

Los resultados de particion de n-hexano gaseoso en la biomasa crecida inicialmente en diferentes
fuentes de carbono, para crecimiento superficial fueron 0.2 para 1-hexanol, 0.5 para glicerol, 0.6 para
glucosa y 0.2 para biomasa de F. solani obtenida de un biofiltro alimentado con n-hexano gaseoso. Estos
resultados muestran un incremento de la solubilidad de n-hexano en biomasa de hasta 200 veces si es
comparada con la solubilidad en agua. Estos cambios en el hongo no solo estuvieron relacionados al
contenido de lipidos determinado, si no posiblemente también a los diferentes contenidos o clases de
moléculas incluyendo hidrofobinas y lipoproteinas que se encuentran presentes el la superficie del hongo.

El estudio de las caracteristicas morfologicas de Fusarium solani, indicaron que estas también son
afectadas por el tipo de fuente de carbono utilizada para crecimiento. Los resultados indicaron que
cuando el crecimiento fue realizado en una fuente de carbono mas hidrofobica y volatil, el hongo
increment6 su superficie de contacto aumentado el transporte entre la fuente de carbono en la fase
gaseosa y la biomasa. La determinacion de este tipo de efectos sobre el hongo permite seleccionar la mejor
fuente de carbono al momento de acelerar la puesta en marcha de biofiltros fingicos.

El mayor area de contacto del hongo esta relacionada al incremento del namero y longitud de las
ramificaciones (81% de aumento para n-hexano y 1- hexanol en comparacion con glicerol) y la longitud de
las hifas principales (59% de aumento para n-hexano y 1- hexanol en comparacion con glicerol), pero
probablemente también a su menor diametro de hifa. Este tltimo resultado fue reflejado con la reduccion
del diametro en aproximadamente un 30.5% para el hongo crecido en 1-hexanol y n-hexano comparado
con el hongo crecido en glicerol.

Los cambios morfologicos en el hongo debido a su crecimiento en diferentes fuentes de carbono,
puede generar un cambio en la permeabilidad del lecho, lo que tiene como consecuencia cambios en la

fraccion de vacio y caida de presion del biofiltro. Este resultado fue verificado posteriormente con la

AO. Vergara-Fernandez



Capitulo Nueve Conclusiones

simulacion del modelo, en donde se muestra que variaciones en el diametro de la hifa puede generar
cambios de hasta dos veces en el area especifica de transporte del hongo.

Realizando una comparacion entre el area especifica de transporte generada por el hongo crecido
en n-hexano y en glicerol para una misma cantidad de biomasa final, este tiene una biomasa final mas
densa por unidad de area ocupada cuando es crecido en glicerol, lo cual genera un problema mayor de
transporte entre el compuesto en la fase gaseosa y las hifas, por el contrario si el hongo crece en n-hexano
su densidad por unidad de area sera menor, favoreciendo el transporte y circulacion del COV a través de
los diferentes micelios.

En los estudios en columnas de biofiltracion se puede observar la factibilidad de la utilizacion de
hongos filamentosos como agente biologico en la eliminacion de compuesto organicos volatiles
hidrofobicos.

En este estudio fue observada la mayor capacidad de eliminacion de COVs hidrofobicos al utilizar
biofiltros fangicos en comparacion con biofiltros bacterianos. Esta mayor capacidad de eliminacion tiene
relacion con la informacion determinada sobre las caracteristicas hidrofobicas de los hongos y la mayor
area de transporte. Sin embargo, fue observada una mayor caida de presion, generada por las
caracteristicas de crecimiento de los hongos filamentosos, ademas de una puesta en marcha lenta. Esta
menor velocidad de crecimiento de los hongos frente a COVs hidrofobicos puede ser mejorada utilizando
otras fuentes de carbono como iniciador del crecimiento y generacion de biomasa. Sin embargo, estas
fuentes de carbono alternativas para crecimiento, poseen un efecto sobre el coeficiente de particion de n-
hexano en biomasa y en la adaptacion a la biodegradacion del COV.

Comparando el biofiltro control (crecimiento solo con n-hexano) con los otros biofiltros
(iniciados con otras fuentes de carbono), el biofiltro empacado con salvado de trigo como fuente de
carbono alternativa obtuvo una disminucion de 20 dias en la partida del biofiltro. Por otro lado, este
biofiltro obtuvo la menor capacidad de eliminacion al estado estacionario de los cuatro biofiltros
estudiados (160 gm™h™).

Se pudo observar que el coeficiente de particion de n-hexano afecta la capacidad de eliminacion
final en los biofiltros, sin embargo no tiene un efecto directo en la puesta en marcha de los biofiltros, esto
porque durante este periodo el hongo crecido en las fuentes de carbono alternativas se encuentra en
proceso de adaptacion, cambiando sus propiedades y estructura.

Los resultados obtenidos de la evaluacion de la caida de presion, verificaron que esta es mayor a la
observada en biofiltros bacterianos, para todos los casos. Sin embargo, no es tan alto como para tener
problemas de operacion en el sistema.

El estudio de la carga de entrada de n-hexano, realizados después de alcanzado el estado

estacionario en los biofiltros, entrego para el biofiltro control Bl un 100% de eficiencia de eliminacion para
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cargas criticas de 95 g m” reactor h”, con una capacidad de eliminacion maxima de 225 g m™ reactor h™.
Las capacidades de eliminacion obtenidas en los biofiltros B3 y B4 fueron consistentemente menores a la
obtenida en el biofiltro Bl. Estas diferencias estan relacionadas al coeficiente de particion de n-hexano y
cantidad de biomasa obtenida. La menor carga critica observada en el biofiltro control Bl, indica que el
hongo crecido en una fuente de carbono mas hidrofobica (n-hexano) incrementa la hidrofobicidad de la
biomasa y disminuye la limitacion por transporte entre el COV vy la fase biologica.

El modelo matematico desarrollado obtuvo una buena correlacion con los resultados
experimentales obtenidos con el biofiltro fingico para la eliminacion de n-hexano, determinando de
buena forma la capacidad de eliminacion, perfil de biodegradacion de n-hexano a lo largo del biofiltro a
diferentes tiempos de operacion y evolucion de la caida de presion en el biofiltro.

Una vez realizado un analisis de sensibilidad del modelo frente a cambios en diferentes
parametros de operacion, fisicos y cinéticos, este obtuvo un buen comportamiento, determinando posibles
escenarios de forma correcta y entregando valores en rangos razonables. La simulacion del modelo bajo
diferentes escenarios, indica que para el biofiltro fangico, a las condiciones de trabajo son mas
importantes los efectos de transporte de materia sobre los cinéticos (reaccion de biodegradacion).

La variacion observada durante los primeros dias de operacion en la capacidad de eliminacion del
biofiltro, indica que existe algiin grado de desacoplamiento energético en el hongo. Si embargo, cuando la
biomasa aumenta (después del dia 25) la capacidad de eliminacion también aumenta, obteniendo un
mejor ajuste del modelo teorico a las condiciones reales de operacion del biofiltro control Bl.

El modelo desarrollado predice bien los perfiles de concentracion a lo largo del biofiltro a los
diferentes tiempos de operacion. Existiendo la mayor diferencia en el primer modulo del biofiltro en los
tres dias simulados.

La brusca caida de la concentracion en el primer modulo del biofiltro luego de 48 dias de
operacion, esta relacionada a la mayor cantidad de biomasa generada en este modulo con respecto a los
otros dos siguientes, producto de la mayor concentracion de n-hexano a la entrada del biofiltro
favoreciendo la transferencia de materia de n-hexano hacia la biomasa.

El modelo posee una buena prediccion de la caida de presion, existiendo una desviacion durante
los primeros dias de operacion, lo cual puede estar relacionado al liquido estatico presente en el lecho,
necesario para mantener la humedad del sistema, el cual no fue incluido en el modelo.

La simulacion del modelo matematico muestra el efecto en el area superficial especifica de
transporte generada en el biofiltro debido al cambio en el diametro de la hifa, observandose que a medida
que el diametro de la hifa disminuye, el area supertficial especifica de transporte en el biofiltro generada

por las hifas del hongo es mayor, para una misma cantidad de biomasa final. Se puede observar que si el
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diametro de la hifa disminuye a la mitad, de 2.1 pm a 1.05 pm, el modelo predice un aumento en el area

final de aproximadamente del doble.

Perspectivas

Para un mejor entendimiento del funcionamiento y operacion de los biofiltros fungicos, es recomendable
realizar un estudio mas profundo de las posibles fuentes de carbono y la forma de ser utilizadas para
acelerar la puesta en marcha de este tipo de biofiltro. Ademas de esto, es importante estudiar el efecto que
tiene la temperatura y el crecimiento del hongo en el secado del lecho, pudiendo generar condiciones de
esporulacion no deseadas. Entonces, es importante estudiar cuales son las mejores condiciones en las
cuales se minimice la posibilidad de generacion de esporas que puedan generar una contaminacion por
estas al ambiente. Sin embargo, este debe ser cruzado con estudios de capacidad de eliminacion de forma
de encontrar un 6ptimo en su operacion.

El estudio de la estructura de la pared del hongo y como esta cambia frente a diferentes
condiciones de operacion y fuentes de carbono puede entregar informacion relevante de las propiedades
hidrofobicas del hongo. Este estudio puede ser realizado determinando en forma mas detallada los tipos y
caracteristicas de lipoproteinas existentes en la pared, asi como de las hidrofobinas. Un estudio de la
presencia de hidrofobinas, tipo y cantidad, es también necesario para un mejor entendimiento de las
propiedades hidrofobicas.

El estudio a nivel de biologia molecular es también de interés, ya que esta puede entregar
informacion necesaria que permita favorecer las condiciones que hacen al hongo mas hidrofobico y/o
realizar modificaciones a nivel molecular que permita favorecer la produccion de moléculas hidrofobicas
en el hongo, que aumente su hidrofobicidad y por lo tanto disminuya mas las limitaciones de transferencia
de materia de COV hidrofobicos bajo diferentes condiciones de operacion.

Con respecto al modelo matematico desarrollado, este puede ser mejorado adicionando el efecto
del desacoplamiento energético de los microorganismos en los primeros dias de operacion. Esto puede ser
realizado incluyendo en el modelo una funcién que interprete el cambio del coeficiente de rendimiento
celular en el tiempo de operacion. El modelo matematico desarrollado, también puede ser mejorado y
generalizado adicionando ecuaciones de transporte suficientes que permitan trabajar con mezcla de
fuentes de carbono.

Ademas de lo anterior, el modelo también puede ser mejorado considerando la variacion en el
tiempo de algunos de los parametros de transporte, como; coeficiente de transferencia de materia y
dispersion axial. Ademas de esto, es factible adicionar al modelo los efectos de la temperatura en los
diferentes fenomenos involucrados en el biofiltro, por ejemplo, considerar el efecto de la temperatura en la

velocidad de crecimiento de los microorganismos, efecto de la temperatura en la particion de n-hexano en
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la biomasa, efecto del calor metabolico generado, entre otros. Para esto es necesaria la incorporacion de los

balances de energia.
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ANEXOS

ANEXO A

Determinacion de biomasa fiingica por respirometria

El uso de soportes solidos heterogéneos en sistemas de biofiltracion dificulta la estimacion del contenido
de biomasa, debido a las interferencias de los sustratos y la dificultad de separar la biomasa de las
estructuras granulares del soporte. Una forma posible de estimar la produccion de biomasa es a través de
respirometria, porque de la relacion estequiometria entre la sintesis de biomasa y consumo de oxigeno es
posible relacionarlo con Is produccion de dioxido de carbono con un balance de masa [Cadena et al., 1993;

Saucedo-Castanieda et al., 1994|. Entonces, es posible estimar la velocidad de produccion de biomasa

(dx/dt), por medicion de la evolucion de dioxido de carbono, RZd(CO2 ) / dt, considerando el

coeficiente de rendimiento respiratorio, Y.

dt Y

T
Donde; X es la concentracion celular, R es la velocidad produccion de dioxido de carbono y Y, es al
rendimiento respiratorio. La ecuacion (A.l) indica que la produccion de dioxido de carbono es
proporcional a la velocidad de crecimiento de la biomasa, pero esto no es caso general, porque un balance
de masa mas riguroso requiere el uso del coeficiente de mantenimiento, m,, el cual considera la actividad

respiratorio no asociada con la produccion de biomasa, como en la ecuacion (A.2).

dX
R=Y | — [tm/ X (A2)
dt
Donde; mc es el coeficiente de mantenimiento celular. En muchos casos, el proceso de crecimiento se
expresa como una cinética de primer orden (ley exponencial), con una constante especifica de
crecimiento, p.
dX
—=uX (A3)
dt

Entonces, a cuando el coeficiente de mantenimiento, mc, no es despreciable, el valor de p puede ser

estimado utilizando la ecuacion (A.4), tomando la ecuacion (A.2) y (A.3), porque la solucion de la

ecuacion (A.3) es X=X ,€" y R puede ser expresado como proporcional a X.
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X
R=Y, ((il_t 'ch) =Y, (n-m) X e" (A4)
Aplicando el logaritmo en ambos lados de la ecuacion (A.4), la expresion obtenida es:
InR=InA+pt (A5)
El valor de A puede ser relacionado a Y;, X, p y m¢ de acuerdo a la siguiente ecuacion:

A=Y, (H‘mc ) X,

ANEXO B

Porcentaje de mineralizacion fuente de carbono

El porcentaje de mineralizacion de las diferentes fuentes de carbono fueron determinadas utilizando la

ecuacion teorica de oxidacion. A continuacion se muestra un ejemplo para el n-hexano a CO, y agua.

CH,, +9.50, - 6CO, +7H,0 (B.1)
Esta ecuacion nos permite determinar la cantidad de moles teoricos generados por oxidacion de

n-hexano. Entonces el porcentaje de mineralizacion viene dado por la siguiente ecuacion:

. . ., moles experimentales de CO, generados
% Mineralizacion= P 2 8 X

— 100 (B2)
moles tedricos de CO, generados

ANEXO C

Fotografia portaobjeto para calibracion analisis de imagen
En las siguientes Figuras se muestra el portaobjeto utilizado par calibrar el programa de analisis de

imagen, para los objetos 4X, 10X y 20X.

Objetivo 4X Objetivo 10X Objetivo 20X

Figura C.1 Fotografias par calibracion de programa para analisis de imagenes
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ANEXO D
Modelo integrado de Gompertz

El modelo sigmoidal Gompertz es utilizado en biologia, botanica, zoologia y ecologia para describir el
crecimiento de plantas, arboles, microorganismos, animales y seres humanos cuyo comportamiento se
caracteriza por curvas en forma de “S”, es decir, que incrementan su tasa de cambio monotonamente a
partir de un punto fijo hasta alcanzar un punto de inflexion después del cual la tasa de cambio decrece
hasta aproximarse asintoticamente a un valor fina. Otra caracteristica es que no son simétricas con
respecto a su punto de inflexion.

El modelo Gompertz esta dado por la siguiente ecuacion:

(s

S.=A-e (D.1)

Donde, Sc y t son las variables y A, B y K son los parametros del modelo. Derivando la ecuacion

(D.1) se obtiene la tasa de cambio de la variable Sc.

dS. K
=K-S.-B-e¢™ D.2
at c (D2)
El término B-e™ puede escribirse en términos de S¢ mediante la siguiente igualdad:
A
B-e™=log, [—J (D.3)
Sc
Por lo tanto la ecuacion (D.2) se transforma a la siguiente ecuacion:
dS. A
=K-S.-log, | — D.4
dt c 0% (sc ] (D-4)
La segunda derivada de la ecuacion (D.1) permite identificar la velocidad de cambio de la tasa de
cambio Sc:
dZS B-e™ 2 B
C “K-Ael® )~(B-e'K‘) KA ek (D5)
dt
La ecuacion (D.5) se puede escribir de la siguiente manera:
d’s A ds
2C =K loge il C (D.6)
dt S¢ dt
En el punto de inflexion de la curva dS¢/dt es maxima y la ecuacion (D.6) es cero, por tanto:
A A
log, —=1 —>S.=— (D.7)
S¢ e

La tasa maxima se obtiene evaluando la ecuacion (D.4) para Sc = Ale.
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v 98
max dt

=K(éJ log, | 2= |-k 2=0368-A K (D)
Se=A/ e Ale e

Si t. es el tiempo al que se alcanza el punto de inflexion y la tasa maxima de consumo entonces, el

punto de inflexion tiene las coordenadas (t.. A/e). La siguiente relacion de los parametros B y K permite

calcular t..
InB
t=— D.9
= ©9)

Al ser un modelo empirico, el modelo no considera la reduccion en la tasa por la reduccion de la
concentracion de sustrato. En este sentido es considerado como una relacion de orden cero. Ademads, el
valor de K (h™) es independiente de la cantidad de muestra utilizada. Fl ajuste de datos experimentales de
consumo de sustratos con éste modelo reduce el error al tratar de ajustar con una linea. A pesar de que el
modelo de Gompertz no tiene un enfoque fenomenologico, es posible asociar los valores de las constantes

a tasas de consumo observadas experimentalmente.

ANEXO E
Calculos de Ia produccion de CO: y consumo de O-
Las areas, de oxigeno A, , de nitrégeno A, , de dioxido de carbono, A, y de la mezcla de gases, A,

obtenidas en el cromatografo de gases de conductividad térmica se relacionaron de acuerdo con las

siguientes expresiones, para calcular los porcentajes de CO, y oxigeno en las muestras.
y

0 — AOz
/%60, = xB (E1)

N,

Aco, (ANZ +A02)
ANz +A

Para la determinacion de las constantes A y B se utilizo una mezcla patron con la siguiente

%CO, = x A (E2)

composicion: 5 cmol/mol, CO,; 15 cmol/mol, O, y 80.9 cmol/mol.

Se obtuvo los siguientes valores: A = 74.97y B = 87.22.

ANEXO F

Curva patron de n-hexano

Se muestran las curvas patron (area vs. concentracion) para inyecciones de muestras de 100 y 250 pL de

gas (Figura Fly Figura F2).
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ANEXO G
TG Perlita

En la Figura Gl se muestra la perdida de peso para la perlita obtenido por termogravimetria (por

duplicado), para una muestra inicial de 122 mg, utilizado como blanco.
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Figura Gl. Resultado termogravimetria para la perlita (Blanco).

ANEXO H

Curva de calibrado proteinas
En la Figura Hl se muestra la curva de calibrado utilizada para la determinacion de proteinas para

experimentos en microcosmos y columnas de biofiltracion.

0.40 —
{ Parameter Value Error
035 A 0.00922 0.00636 o 7
{ B 0.00133 4.19909E-5 L
0.30+ .
—_ 1 R SD N P ° 1
g 025__ 0.998 0.00878 6 <0.0001 __
o 0.20- . -
ﬁ J J
o 0.15- . -
o] J J
< 0.10- .
0.05+ .
0.00 —

0 50 100 150 200 250
Concentracion de proteinas, [mg/L]

Figura H1 Curva de calibrado de proteinas por el método de Lowry

ANEXO1

Coeficiente de particion
Se muestra el ajuste de la curva del coeficiente de particion de n-hexano en agua, utilizado como control

en los diferentes experimentos de particion.
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Figura I1 Curva de ajuste coeficiente de particion de hexano en agua a 30°C y 1 atm.

ANEXO |

Velocidad especifica de crecimiento
En las siguientes figuras se muestran las regresiones de CO, obtenidas de los experimentos de

respirometria para cada concentracion de n-hexano.
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Constante de afinidad NaNO;

En las siguientes figuras se muestran un ejemplo de las regresiones de la curvas de consumo para

diferentes adiciones de la solucion de NaNOs, utilizando el software Origin 6.1. Cada uno de los

experimentso fue realizado por triplicado, entregando tres regresiones para cada concentracion inicial de

NaNO;. Con los resultados de estas regresiones se construye el perfil “Quimico-Biologico” a diferentes

concentraciones de NaNO;.
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Figura Kl Regresion lineal para un perfil quimico-biologico.

ANEXO L

Determinacion de Ia frecuencia de ramificacion

Una posible interpretacion se puede hacer en funcion de una expresion general para la frecuencia de
ramificacion, calculada a partir del inverso del tiempo, 7, que tarda una hifa en alcanzar la distancia
critica, L¢, después de la cual se ramifica. Esta ecuacion se deriva de la ecuacion empirica de elongacion de

las hifas principales (ecuacion (L.1)).

% - (HcachAv) 1- Lil::m (LD)
Integrando la ecuacion (L.1), utilizando las siguientes condiciones, se obtienez.

Cl t=0 L =L,=d, (L2)
C2 t=t L, =L, (L3)

Donde L, es la distancia inicial que se supone igual al diametro de la hifa. Entonces la solucion de la

ecuacion (L.1) es la siguiente:

Lmax m Lmax m "~ Z’LO
T= = In : (L4)
ur Lmax,m - 2’LC
Entonces, la expresion para la frecuencia de ramificacion resulta en la ecuacion (L.5):
ur
Q= (L5)
Lmax m X’LO
LmaX m ln —
’ Lmax,m - /1LC
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ANEXO M

Ajuste modelo de Gompertz en muestras de biofiltros
En la Tabla M.I se muestran los parametros obtenidos para el ajuste del modelote Gompertz para
muestras de las columnas de biofiltracion al final de su operacion. En la Figura M.1 se muestra un ejemplo

del ajuste del modelo para el biofiltro Bl

Tabla M.1 Parametros A, Ky t. del modelo Gompertz para el consumo de hexano en microcosmos.

A K R’ Vomax = 0.368AK te
[Mg.g biomasa] [h] () [Mg.Ghiomasa -1 ] [h]
Biofiltro Bl 311 3.72 0.99 43 0.55
Biofiltro B2 3.39 3.01 0.98 3.7 035
Biofiltro B3 3.40 31 0.95 3.9 0.37
Biofiltro B4 2.83 2.68 0.97 27 0.39
0.4 BIOFILTRO B1 T

o
w
1

Data: Datal_B
Model: SGompertz
Equation:

y = aexp(-exp(-k*(x-xc)))
Weighting:

y No weighting

Chir2/DoF =0.00014
R2 = 0.99487

o
[EN
1

a 0.39745 +0.00967
Xxc 34.50716 +1.81281
k 0.03186 +0.00284

o
o
1
o

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo, [h]

Consumo de hexano [Mgpexano-9  biomasal
o
()

Figura M.1 Ejemplo de una curva de ajuste del modelo de Gompertz para Bl.

ANEXO N

Determinacion perfiles de velocidad

Para la determinacion de los perfiles de velocidad fueron realizadas las siguientes consideraciones: a)
fluido newtoniano, b) fluido incompresible (a las condiciones de trabajo), ¢) sistema isotérmico, d) estado
estacionario y e) se desprecian los efectos sobre el soporte.

v, =0; v =0 (r,O); v, =V, (r,e) (N.D)
Entonces, de acuerdo a Slattery [1999] las funciones de corriente vienen dadas por las ecuaciones (N.2) y

(N.3).

v = (N.2)

T

- | —

2le
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0
v, = - E\V (N.3)

Utilizando la ecuacion de Navier-Stokes en términos de la funcion de corriente, considerando Flujo
Reptante y estado estacionario, se obtiene la ecuacion (N.4) que describe el sistema en estudio:
Py 1oy 1dy]
E'y = —\'2’+——"’+—2—\f =0 (N.4)
o' ror 1 00

Con las siguientes condiciones de frontera:

CFl r=1r v=0; 1ov _ ; 6_\|/=0 (N.5)
r 00 or
CF2 r—>wo v=ve; v = Lov (N.6)
- r 00

Escribiendo la velocidad del gas en forma matricial y suponiendo que el diametro de la hifa es menor a la

distancia entre ellas, se obtiene la relacion entre la funcion de corriente y la velocidad del gas.

v v
r g
sen® cos® O (x| v, |[=|0

0 0 1 v 0

z

cos® -senf O v
(N.7)
De donde se obtuvo la relacion entre la velocidad del gas y la funcion de corriente (ecuacion (N.8)). Luego

dado que la funcion de corriente es arbitraria para una constante se obtiene la forma de la funcion

solucion a utilizar (ecuacion (N.9)):

v, = v cosd = Ldv (N.8)
¢ r do
V4 0
r—>ow;, Y= Id\p = Ii—gd@ = rv,senf (N.9)
0 0

Para resolver la ecuacion de Navier-Stokes, se propone la siguiente solucion:

Y= F(r) sen0 (N.10)
Reemplazando en la ecuacion (N.4) y ordenando se obtiene la ecuacion diferencial (N.11) y las

condiciones de frontera a resolver:

4 3 2
r4dF+2r3dF-3r2dF+3rd—F-3F=0 (N.11)
dr* dr’ dr’? dr
CFl r=1 F(r)=0 (N.12)
dF (r)
CF2 r=r =0 (N.13)
dr
CF3 r—->w F(r) = v, (N.14)

Resolviendo la ecuacion diferencial (N.11) se obtiene la funcion de corriente (ecuacion (N.15)):
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V=0, {r + r‘—j senf (N.15)
r

Derivando la ecuacion (N.15) y reemplazando en las ecuaciones (N.2) y (N.3), se obtuvieron los perfiles de

velocidad en la pelicula de gas alrededor de las hifas:

v, =0 _cosb {1- r‘—z} (N.16)
r
v, =V senb [iz -1} (N.17)
r
ANEXON

Estimacion del coeficiente de difusion molecular del gas
Esta ecuacion utiliza los volamenes de difusion atomicos, los cuales son sumados para cada molécula de

gas. La ecuacion resultante es:
1
D - 0.0010T"" 1,1 %
g 2
u u M, M
(T (T M M

Donde (Z:Vi )A y (ZVi )B representan la sumatoria de los volamenes de difusion de los atomos 7 que

(N1)

componen las moléculas A y B siendo las moléculas de COV vy aire, respectivamente, M es la masa molar.
Las constantes T y P corresponden a la temperatura (K) y presion (atm) absoluta, respectivamente. Una
de las ventajas de esta ecuacion es que puede ser utilizada para mezclas de gases polares, de no polares, y

para mezclas de ambos.

ANEXO O

Estimacion del coeficiente de difusion en soluciones de electrolitos
La teoria de difusion de una sola sal en solucion diluida esta bien desarrollada y la expresion utilizada para

estimar el coeficiente de difusion es la ecuacion de Nernst-Haskell.

D’ = RTZ (%1 +%) (0.1)
" o)

Donde D° es el coeficiente de difusion a dilucion infinita, basado en la concentracion molecular del soluto

(cm’s™); Fa, constante de Faraday (964888 coulomb.g'-equiv.); R constante de los gases (8.315 Joule.K

'mol™); T temperatura (K), n., n valencia del cation y del anion, respectivamente; /1f , A° conductancia a
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dilucion infinita a la temperatura T, del cation y del anion, respectivamente (amp cm~)(Volt.cm™)(g-

equiv.cm).

ANEXO P

Calculo del coeficiente de transferencia de masa en fase gas (kg)
El valor de kq fue calculado utilizando la ecuacion (P.1).

k xd
Sh=—%

(P)

DDM,g
Donde d es el diametro del empaque, k, es el coeficiente de transferencia de masa en fase gas, Dpyig €s el
coeficiente de difusion del compuesto en fase gaseosa y Sh es el numero de Sherwood. Para la

determinacion del namero de Sh se utiliz6 la ecuacion (P.2).

Sh=2+0.57xRe** xSc** (P.2)
Donde:
xv xXd
Re= pgu—g (P.3)
g
Se=— e (P.4)
Py % DDM,g

Donde v, es la velocidad superficial del gas, i, es la viscosidad dinamica del aire a 30°C y p, es la

densidad del aire.

ANEXO Q

Dispersion axial en el biofiltro

Los dos principales mecanismos que generan la dispersion en lechos empacados son, primero la difusion
molecular y segunda la generacion de mezclado a partir del flujo en canales, generalmente llamado
difusion por retromezclado. El primero tiene predominancia a bajos nameros de Reynolds y el segundo a
altos nameros de Reynolds. Para el primer caso se puede definir el coeficiente de dispersion longitudinal,
Dp., como una relacion con la difusion molecular, luego sumando el efecto del retromezclado e

introduciendo un factor de correccion empirico, se obtiene la siguiente ecuacion.

14
D | 025,028 &xvdp | | 0.5vd, QD)
Dz D J 97D
€r Er g 1+ 7 e
v,d,

AO. Vergara-Fernandez K



ANEXOS

En donde Dy es la difusion molecular del gas en el seno del gas, d,, corresponde al diametro de particula de

soporte y &g es la fraccion de vacio en el reactor.

ANEXOR

PROGRAM PRINCIPAL

INTEGER KHI, TI, POS, NLR,INCIM

PARAMETER (TI-18000, POS=200)

DOUBLE PRECISION CAGPROM, CNHUL,ZLRP(POS),DELTALRZP

DOUBLE PRECISION K1, K2, KIA, LHIFA, RHIFA, LHIFANEW

DOUBLE PRECISION CAGPT(POS,TI), CABSAL, CAGO

DOUBLE PRECISION CABPT(POS,TI)

DOUBLE PRECISION LHIFAPT(POS,TI)

DOUBLE PRECISION VESPEC,Ur,FRER,LHTIP,LHTIR

DOUBLE PRECISION VESPECPT(POS,TI),UrPT(POS,TI),FRERPT(POS,TI),LHTIPPT(POS,TI),LHTIRPT(POS,TT)

OPEN (4 FILE- LARGO.DAT')

OPEN (5,FILE- 'PELICULA.DAT')
OPEN (6,FILE- 'SENO REACTOR.DAT')
OPEN (7,FILE-'VELOCIDADES DAT")

INCIM=5
NLR=30
LHIFA-2.6D-6

ZLRP(1)-0.0
ZLRP(NLR)-1.0D00

DELTALRZP-ZLRP(NLR)/(NLR-1)

DO I3-1, NLR-1
ZLRP(13+1)-ZLRP(13)+DELTALRZP
ENDDO

DO KHI-2, 18000

IF (INCIM .EQ. KHI) THEN

WRITE(4,*) TIEMPO ', KHI

WRITE(4,*) POSICION LARGO'

WRITE(5,*) 'TIEMPO ', KHI

WRITE(5,*) 'POSICION PELICULA'

WRITE(6,¥) 'TIEMPO ', KHI

WRITE(6,*) POSICION CAG SENO'

WRITE(7,*) TIEMPO ', KHI

WRITE(7,*) 'VESPEC UR FRER’
ENDIF

DO KPOS-1, NLR
IF (KHI .GT. 2) THEN
LHIFA-LHIFAPT(KPOS,KHI 1)
ENDIE

CALL PELICULA (CAGPROM, LHIFA K1,K2,KI1A, RHIFA KPOS, CAGO0)

CAGPT(KPOS,KHI)-CAGPROM

CALL MENU_LR (CAGPROM, NLR, CABSAL)

CABPT(KPOS, KHI)-CABSAL

CAGO-CABSAL

CALL MENU_NU (CAGPROM, LHIFA, CNHUL K1,K2,K1A, RHIFA)

CALL MENU_CRECIMIENTO_HIFA (K1, K2,K1A, LHIFA, RHIFA, CAGPROM, CNHULKHI,
LHIFANEW VESPEC,Ur,FRER LHTIP LHTIR)

IF (KHI .EQ. 2) THEN
LHIFAPT(KPOS KHI-1)-LHIFA
ENDIE

LHIFAPT(KPOS,KHI)-LHIFANEW
VESPECPT(KPOS,KHI)-VESPEC

AO. Vergara-Fernandez K|



ANEXOS

UrPT(KPOS KHI)-UR
FRERPT(KPOS KHI)-FRER
LHTIPPT(KPOS,KHI)-LHTIP
LHTIRPT(KPOS KHI)-LHTIR

IF (INCIM .EQ. KHI) THEN

WRITE(4,*) KPOS LHIFANEW*(2D7)
WRITE(5,*) KPOS, CAGPROM
WRITE(6,¥) ZLRP(KPOS), CABSAL
WRITE(7,*) VESPEC, UR, FRER

ENDIF
ENDDO
IF (INCIM .EQ. KHI) THEN
INCIM-INCIM+305
ENDIF
ENDDO
ENDPROGRAM PRINCIPAL
SUBROUTINE PELICULA (CAGPROM, LHIFA K1,K2,KIA, RHIFA KPOS, CAGO)! PROGRAM MENU
INTEGER OPCION, $ IOPCION DEL MENU
PARAMETER (E-100)
INTEGER NRA, KKRA INUMERO NODOS
INTEGER INC MMRA, KPOS ILINEAS D MATRIZ, INC.
DOUBLE PRECISION BI, DELTAXC, DELTAYC IBLBIOT, DELTAS
DOUBLE PRECISION COMP(E, E) IVAR. D COMP D THETAS Y CONV
DOUBLE PRECISION A(E), B(E), C(E), R(E), U(E) IVAR. DE LA MAT TRIDIAGONAL
DOUBLE PRECISION CAG(E,E), CAGP(E E)
DOUBLE PRECISION w

DOUBLE PRECISION LHIFA, K1K2,KIA, LAMBDA, CNHN

DOUBLE PRECISION XRA(E), YRA(E)

DOUBLE PRECISION ALPHAIRA, ALPHA2RA, ALPHA3RA, ALPHA4RA
DOUBLE PRECISION SUMACAG, CAGPROM

DOUBLE PRECISION W1, W2, CAGF1, CAGFN, PE2, CAGO, RHIFA, OMEGA

IF (KPOS .EQ. 1) THEN

CALL DATOSRA (NRAMMRA,CAGF], CAGEN, PE2, CAGO, LHIFA, RHIFA, W1,W2 K1, K2 KIA, CNHN)

ENDIF

CALL METODORA (ALPHAIRA, ALPHA2RA, ALPHA3RA, ALPHA4RA)

CALL COND_INICIALRA (NRA, MMRA, CAGO, CAG, XRAYRA, CAGP, DELTAYC, DELTAXC, LHIFA,

RHIFA,LAMBDA, OMEGA W1 KLKIA,K2,CAGEN, CNHN)

INC-1

DO IT-=1,10000 INUMERO DE ITERACIONES MAXIMA

DO KKRA-MMRA-12, -1 ICICLO DE JOTAS

CALL ABCRA (NRAMMRA XRAYRAPE2,AB,C,LAMBDADELTAXC,DELTAYC, KKRA, ALPHAIRA, ALPHA2RA,

ALPHA3RA, ALPHA4RA,CNHN,CAGFEN, W1, K1,K2,KIA,LHIFA RHIFA )

CALL CALCULORA (NRAMMRAKKRAALPHA4RADELTAXCDELTAYC,XRA,YRA, R, CAGP, ALPHAIRA,

ALPHA3RA, CAGF1, W2, LAMBDA)

CALL TRIDIAG (A, B,C, R, U, NRA)

DO I-1NRA
CAG(LKKRA)-U(T)
ENDDO

w=1.0 IPARAMETRO DE RELAJACION

DO I-1NRA
CAG(IKKRA)-CAG(I,KKRA)*w+(1-w)*CAGP(1 KKRA) IMETODO DE RELAJACION
ENDDO
DO I-1NRA
CAGP(IKKRA)-CAG(L,KKRA)
ENDDO
ENDDO
DO I-1NRA
CAG(LMMRA)-CAG(IL,MMRA-1)
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CAG(L1)-CAG(1,2) JCONDICION DE FRONTERA EN j-MM (Y-r)
ENDDO

CALL COMPARACIONRA (IT, NRA, INC, MMRA, COMP, CAG, CAGP) 'LLAMA SUBRUTINA DE COMPRACION

DO J-L MMRA
DO -1, NRA
IF (COMP(1J) .LT. 0.01) THEN ITOLERANCIA DE COMPARACION
ELSE
GOTO 90
ENDIF
ENDDO
ENDDO
GOTO 93
90 WRITE(**) IT
ENDDO
93 SUMACAG-0.0

DO KKI-1, MMRA
SUMACAG-CAG(NRA KK1)+SUMACAG
ENDDO
CAGPROM-=-SUMACAG/MMRA
END SUBROUTINE PELICULA

SUBROUTINE COMPARACIONRA (IT, NRA, INC, MMRA, COMP, CAG, CAGP)
INTEGER INC, NRA
DOUBLE PRECISION COMP(NRA MMRA), CAG(NRA MMRA), CAGP(NRA MMRA)

IF(INC .EQ. IT) THEN
DO LL-1, MMRA
DO L-1, NRA
COMP(L,LL)-ABS((CAGP(L,LL)-CAG(L,LL))/CAG(LLL))
ENDDO
ENDDO
DO LL-1, MMRA
DO L-1, NRA
CAGP(LLL)-CAG(LLL)
ENDDO
ENDDO
INC-INC+10

ENDIF
END SUBROUTINE COMPARACIONRA

SUBROUTINE MENU_LR (CAGPROM, NLR, CABSAL)

INTEGER OPCION IOPCION DEL MENU
PARAMETER (E-100)
INTEGER NLR, NLRi INUMERO NODOS

INTEGER INC MMLR

DOUBLE PRECISION DELTALRZ, DELTALRZI

DOUBLE PRECISION THETALRC(E), COMPLR(E) IVAR. D COMP D THETAS Y CONV
DOUBLE PRECISION ALR(E) BLR(E),CLR(E) RLR(E),CAGU(E),Pel  IVAR. DE LA MAT TRIDIAGONAL
DOUBLE PRECISION CAB(E),CABC(E)

DOUBLE PRECISION W,CABA(E)

DOUBLE PRECISION ZLR(E)

DOUBLE PRECISION ALPHALRI, AL PHALR2,ALPHALR3 ALPHALR4

DOUBLE PRECISION CAGPROM, CABSAL

DOUBLE PRECISION ST

CALL DATOSLR (Pel,St)

CALL METODOLR (ALPHALR] ALPHALR2 ALPHALR3 ALPHALR4)

CALL COND_INICIAL LR (NLR,CAB,ZLR CABC DELTALRZ)

CALL ABC_LR (NLR,Pel,ST,DELTALRZ, ALR BLR CLR ALPHALR1 ALPHALR2 ALPHALR3 ALPHALR4)

INC-1
DO IT=1,2000 INUMERO DE ITERACIONES MAXIMA

CALL CALCULO_LR (NLR,CAGPROM,RLR,E,DELTALRZ,St) 'LLAMA SUBRUTINA CALCULO VALORES INDP. MATRIZ
CALL TRIDIAG (ALR,BLR,CLR,RLR,CAGU,NLR) ILLAMA SUBRUTINA TRIDIAGONAL
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90

DO ILR-L,NLR
CAB(ILR)-CAGU(ILR)
ENDDO

W=0.5 IPARAMETRO DE RELAJACION

DO ILR-1,NLR
CAB(ILR)-CAB(ILR)*W+(1-W)*CABC(ILR) IMETODO DE RELAJACION
ENDDO
DO ILR-1,NLR
CABC(ILR)-CAB(ILR)
ENDDO

CALL COMPARACIONLR (IT,NLR,INCMMLR,COMPLR,CAB,CABA) ILLAMA SUBRUTINA DE COMPRACION

DO ILR-], NLR
IF (COMPLR(ILR) .LT. 0.0000000000001) THEN ITOLERANCIA DE COMPARACION
ELSE
GOTO 90
ENDIF
ENDDO
GOTO 93
ENDDO

ENDSUBROUTINE MENU_LR

INCREMENTO ITERACION

SUBROUTINE COND_INICIAL LR (NLR,CAB,ZLR,CABC,DELTALRZ)

DOUBLE PRECISION CAB(NLR),ZLR(NLR),CABC(NLR) ITHETA: VAR INDEPENDIENTE
DOUBLE PRECISION DELTALRZ IDELTAS

INTEGER NLR

ZIR(1)-0.0
ZLR(NLR)-10D00

DELTALRZI-ZLR(NLR)/(NLR-1) IINCREMENTO DELTALRZ
DELTALRZ-DELTALRZI/(NLR-1)

DO L-], NLR-1
ZLR(L+1)-DELTALRZ+ZLR(L) IINCREMENTO ITERACION EN Z
ENDDO

END SUBROUTINE COND_INICIAL IR

COEFICIENTES DE LA MATRIZ TRIDIAGONAL

SUBROUTINE ABC_LR (NLR,Pel,ST,DELTALRZ ALR BLR,CLR, ALPHALRILALPHALR2, ALPHALR3 AL PHALR4)

INTEGER NLR INUMERO DE NODOS
DOUBLE PRECISION Pel, DELTALRZ, ST 1Z: POSICION, Pel: PECLET
DOUBLE PRECISION ALR(NLR),BLR(NLR),CLR(NLR)

DOUBLE PRECISION ALPHALRLALPHALR2,ALPHALR3 ALPHALR4

BLR(1)-1.0 ICOEF. BPARA CF.1

CLR(1)-(1.0-Pel*DELTALRZ)/(Pel*DELTALRZ-1.0) ICOEF. C PARACF.1

DO L-2, NLR1
ALR(L)-((ALPHALR3/ALPHALR4)-(1.0/(DELTALRZ*Pel))) ICOEFICIENTE A TRIDIAGONAL
CLR(L)-((ALPHALRI/ALPHALR4)-(1.0/(DELTALRZ*Pel))) ICOEFICIENTE C TRIDIAGONAL
BLR(L)-((ALPHALR2/AL PHALR4)+(2.0/(DELTALRZ*Pel))+(St*DELTALRZ)) ICOEFICIENTE B TRIDIAGONAL

ENDDO

ALR(NLR)--1.0D00 ICOEF. A PARACF.2

BLR(NLR)-1.0D00 ICOEF.B PARACE.2

END SUBROUTINE ABC_LR

VALORES INDEPENDIENTES DE LA MATRIZ
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SUBROUTINE CALCULO_LR (NLR,CAGPROM,RLR E,DELTALRZ,St)

INTEGER NLR IINTER DE POSICION
DOUBLE PRECISION CAGPROM St IX:POSICION, THETA:VAR IND
DOUBLE PRECISION RLR(NLR),DELTALRZ

RLR(1)-0.0

DO L-2, NLR-1

RLR(L)-St*DELTALRZ*(CAGPROM)
ENDDO

RLR(NLR)-0.0

END SUBROUTINE CALCULO LR

SUBROUTINE COMPARACIONLR (IT, NLR, INC, MMLR, COMPLR, CAB, CABA)

INTEGER INC, NLR
PARAMETER (E-100)
DOUBLE PRECISION COMPLR(NLR), CAB(NLR),CABA(NLR)

IF(INC .EQ. IT) THEN
DO L-1, NLR
COMPLR(L)-ABS((CABA(L)-CAB(L))/CAB(L))
ENDDO
DO L-1, NLR
CABA(L)-CAB(L)
ENDDO

INC-INC+40
ENDIF

END SUBROUTINE COMPARACIONLR

SUBROUTINE MENU_NU (CAGPROM, LH, CNHUL, KS1,KS2,KINH, RHIFA)

PARAMETER (ENH-200000)

INTEGER NNU,KNH INUMERO NODOS Y TIME

INTEGER MNH,INCNU ILINEAS D MATRIZ, INCNU.

DOUBLE PRECISION ZNU(ENH),CONHF(ENH),CONHO0,CONHI,CONHN 1Z:POSICION,CONH:VAR IND
DOUBLE PRECISION THIELE DTHAUNU,KS1,KS2, KINH

DOUBLE PRECISION COMPNU(ENH) IVAR D COMP D CONHS Y CONV
DOUBLE PRECISION BETANU(ENH) IVAR DE LA EC DISCRETIZADA
DOUBLE PRECISION ANU(ENH),BNU(ENH),CNU(ENH),RNU(ENH) IVAR DE LA MAT TRIDIAG

DOUBLE PRECISION PANU(ENH),PBNU(ENH),PCNU(ENH),LAMBDANU,H(ENH) VAR PRECOEFICIENTES
DOUBLE PRECISION UNU(ENH),CONH(ENH),CONHC(ENH), CAGPROM, LH, CNH, CNHUL, RHIFA

CALLDATOS VARIABLE NU

(NNU,NNUILNNU2,DTHAUNU,KNH,THIELE,CONHO0,ZNU,CONHI],CONHN,KS1,KS2,KINH,CNH,LH,RHIFA)

CALL MALLA_NU (NNU,NNULNNU2,DTHAUNU,KNH,THIELE,CONHO,CONHI,CONHN,H,ZNU,LH)

CALL MET_SOL_NU (LAMBDANU)

CALL PREABC_NU (NNU,ZNU,DTHAUNU,BETANU, THIELE, MNH,PANU,PBNU,PCNU,H,CNH,CAGPROM,KS1,KS2,KINH)
CALL ABC_NU (NNU,ANU,BNU,CNU,ZNU,DTHAUNU, THIELE MNH,PANU,PBNU,PCNU,LAMBDANU)

CALL COND_INICIAL_NU (NNU,CONHO0,CONH,ZNU,CONHC)

CALL COND_FRONTERA_NU (KNH,NNU,CONHI,CONHN,CONHF)

INCNU=2

DO KK=2, KNH+2

CALL CALCULO_NU (NNU, THIELE,CONH,CONHF,ANU,BNU,CNU,RNU,KK,MNH,PANU,PBNU,PCNU,LAMBDANU)
CALL TRIDIAG (ANU,BNU,CNU,RNU,UNU,MNH)

CALL COMPARACION_NU (KK,CONHC,INCNU,MNH,COMPNU,UNU)

DO I-1, MNH
IF (COMPNU(I) .LT. 0.0000001) THEN
IF (I .eq. MNH+1) THEN
GOTO 36
ELSE
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20

36

GOTO 20
ENDIF
ENDIF
ENDDO

CALL IMPRESION_NU (KK KNH,ZNU,CONH,INCNU,UNU,CONHF, NNU) IIMPRIME RESULTADOS OBTENIDOS
DO L-1, MNH
CONH(L+1)-UNU(L)
ENDDO
CONH(NNU)-CONH(NNU-1) ICONDICION DE FRONTERA 2. CONTINUIDAD

IF (KK EQ. 2) THEN
CNHUL-CONH(NNU)
ENDIF
ENDDO
WRITE(2,*)
WRITE(2,%)" !

ENDSUBROUTINE MENU_NU

ooooooooooooooooooooo MALLA VARIABLE  cceceoeoeoeoeoeoesasesasasases

SUBROUTINE MALLA_NU (NNU,NNULNNU2,DTHAUNU,KNH,THIELE,CONHO0,CONH1,CONHN,H,ZNU,LH)

INTEGER NNULNNU2, NNU
PARAMETER (ENH=200000)
DOUBLE PRECISION H(ENH),THIELE, ZNU(ENH),DTHAUNU, CONHO,CONHIL,CONHN, KS1,KS2, KINH,CNH, LH

DO I-1, NNUL-1
H(I)-(ZNU(NNU)~(ZNU(NNU)/L01))/(NNUI-L0) ITAMANO PRIMER ESPACIAMIENTO
ENDDO

DO I-NNUL NNU
H(1)-(ZNU(NNU)/LOL/(NNU2) ITAMANO SEGUNDO ESPACIAMIENTO
ENDDO

END SUBROUTINE MALLA_NU

oooooooooooooooooo DATOS

SUBROUTINE DATOS_VARIABLE NU (NNU,NNULNNU2,DTHAUNU KNH,THIELE,CONH0,ZNU,CONHL,CONHN,KS1,KS2, KINH,CNH,
LH, RHIFA)

PARAMETER (ENH-=200000)
INTEGER NNUI,NNU2,KNH
DOUBLE PRECISION ZNU(ENH), THIELE,CONH1,CONHN,CONHO0,KS1,KS2,KINH,CNH,CNLO,M1,LH, DTHAUNU, RHIFA

IPRINT*,'INTRO. DEL NUM. D NODOS DEL PRIMER INTERVALO (ENTRE LA ZNU(1) Y EL PUNTO I)'
NNUI-20

IPRINT*, ' INTRO. DEL NUM. D NODOS DEL SEGUNDO INTERVALO (ENTRE LA ZNU(N) Y EL PUNTO I)'
NNU2-40
NNU=NNUI+NNU2 INUMERO DE NODOS TOTALES

IPRINT*, INTRODUCCION DEL INTERVALO DE DELTA THAU'
DTHAUNU=0.00001

IPRINT*,'INTRODUCCION DEL NUMERO DE INTERVALOS DE DELTA THAU'

KNH-100

IPRINT*, INTRODUCCION DEL NUMERO DE THIELE'

THIELE-0.004 IFALTA DEFINIRLO CON SUS VARIABLES
IPRINT*, INTRODUCCION DE LA CONDICION INICIAL DE CONH EN EL TIEMPO-0'
CONHO-1.0

IPRINT*, INTRODUCCION DE Z(0)

ZNU(1)-0.0

ml-0.1 IPARTICION DEL NUTRIENTE EN EL HONGO
CNL0-6000.0 ICONCENTRACION INICIAL DE NUTRIENTE
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CONHI-mI*CNLO

CONHI-CONHI/CNLO ICAMBIA EN EL TIEMPO, VER SI ESTA BIEN 222
DH-RHIFA*2.0 IDIAMETRO HIFA
ZNU(NNU)-LH/DH ICAMBIA EN EL TIEMPO, LH??
CNH-1.0 ISE DEBE CAMBIAR POR EL ANTERIOR

END SUBROUTINE DATOS_VARIABLE NU
Jossasnsasesessaonsssoseassses CONDICION INICIAL ceoeoeoesocossesasesoscasascs
SUBROUTINE COND_INICIAL_NU (NNU,CONHO0,CONH,ZNU,CONHC)

PARAMETER (ENH-=200000)

DOUBLE PRECISION ZNU(ENH),CONHO ICONH: VAR INDEPENDIENTE
INTEGER NNU ICONHC:CONH DE COMPARACION
DOUBLE PRECISION CONH(ENH),CONHC(ENH)

KK-1
DO L-1, NNU
CONH(L)-CONHO
CONHC(L)-CONHO
ENDDO
END SUBROUTINE COND_INICIAL NU

Jpoesesesssossasasesossas CONDICIONES DE ERONTERA ¢coeeeoeoweecocoecasesoscace
SUBROUTINE COND_FRONTERA_NU (KNH,NNU,CONHIL,CONHN,CONHF)
PARAMETER (ENH=200000)
DOUBLE PRECISION CONHF(ENH),CONHI],CONHN ICONH: VAR IND.
INTEGER NNU, KNH, K1
CONHF(1)-CONHI1

CONHF(NNU)-CONHN
END SUBROUTINE COND_FRONTERA_NU

! PRECOEFICIENTES DE LA MATRIZ °eeeoeeeeeeenneeeeeecees
SUBROUTINE PREABC_NU (NNU,ZNU,DTHAUNU,BETANU,THIELE, MNH,PANU,PBNU,PCNU,H,CNH,CAGPROM,KS2,KSLLKINH)

PARAMETER (ENH-=200000)

INTEGER NNU INUMERO DE NODOS

INTEGER MNH ILINEAS DE LA MATRIZ

DOUBLE PRECISION ZNU(ENH), THIELE,DTHAUNU,CONH,KS2,KS1,KINH,CAGPROM, CNH

DOUBLE PRECISION BETANU(ENH) IVARIABLES DE LA ECUACION DISCRETIZADA
DOUBLE PRECISION PANU(ENH),PBNU(ENH),PCNU(ENH),H(ENH) IVARIABLES DE LA MATRIZ TRIDIAGONAL
INTEGER S

R1-(CAGPROM/(KS1+CAGPROM+(CAGPROM**2)/KINH)) !CAGPROM EL TIEMPO ANTERIOR EVALUADA EN E-1
BETANH-1/KS2

DOI-l, NNU-1
BETANU(I)-DTHAUNU/(H(I)+H(I+1))**2
ENDDO

MI-NNU-1
DO L-1, NNU-2

ZNU(L+1)-H(L)+ZNU(L)
ENDDO

DO -2, Ml
PBNU(L-1)-2*BETANU(L-1)+DTHAUNU*(THIELE**2.0)*(R1/(CNH*BETANH-+1)) IR1 AL TIEMPO ANTERIOR
ENDDO

DO L-2, M1
PANU(L-1)--BETANU(L-1)
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PCNU(L-1)--BETANU(L-1)
ENDDO
END SUBROUTINE PREABC_NU
e — COEFICIENTES DE LA MATRIZ, *weeeeeeeesssseseseee
SUBROUTINE ABC_NU (NNU,ANU,BNU,CNU,ZNU DTHAUNU,THIELE MNH,PANU,PBNU PCNU,LAMBDANU)

PARAMETER (ENH-=200000)

INTEGER NNU INUMERO DE NODOS

INTEGER MNH ILINEAS DELA MATRIZ

DOUBLE PRECISION ZNU(ENH), THIELE,DTHAUNU 1Z: POSICION, THIELE:NUMERO THIELE

DOUBLE PRECISION ANU(ENH),BNU(ENH),CNU(ENH) IVAR DE LA MATRIZ TRIDIAG

DOUBLE PRECISION PANU(ENH),PBNU(ENH),PCNU(ENH)
DOUBLE PRECISION LAMBDANU

MNH-NNU-2
DO L-1, MNH
BNU(L)-(1.0+PBNU(L)*LAMBDANU)
ENDDO
DO L-2, MNH
ANU(L)-LAMBDANU*PANU(L)
CNU(L-1)-LAMBDANU*PCNU(L-1)
ENDDO
END SUBROUTINE ABC_NU
O — VALORES [NDEPENDIENTES DE LA MATRIZ, “=r-rressssssssss
SUBROUTINE CALCULO_NU (NNU,THIELE,CONH,CONHF,ANU,BNU,CNU RNU,KK,MNH,PANU PBNU,PCNU,L AMBDANU)

PARAMETER (ENH=200000)

INTEGER NNU, KK IINTER D POSICION Y TIME
INTEGER MNH ILINEAS DE LA MATRIZ
DOUBLE PRECISION ZNU(ENH), CONHF(ENH) 1Z:POSICION,CONH:VAR IND

DOUBLE PRECISION THIELE, DTHAUNU ITHIELE:NUMERO DE THIELE,
DOUBLE PRECISION ANU(ENH), BNU(ENH), CNU(ENH), RNU(ENH) IVAR D LA MATRIZ TRIDIAG

DOUBLE PRECISION PANU(ENH), PBNU(ENH), PCNU(ENH), LAMBDANU
DOUBLE PRECISION CONH(ENH)

RNU(1)=((1.0-LAMBDANU)*PANU(1)*CONH(1))-(-1.0+(1L0-LAMBDANU)*PBNU(1))*CONH(2)-(1.0-
LAMBDANU)*PCNU(1)*CONH(3)-LAMBDANU*PANU(1)*CONHF(1)

DO [-2, MNH-1
RNU(L)=-(1L.0-LAMBDANU)*PANU(L)*CONH(L)-(-1.0+(L0-LAMBDANU)*PBNU(L))*CONH(L+1)-(L0-
LAMBDANU)*PCNU(L)*CONH(L+2)

ENDDO

RNU(MNH)=(1.0-LAMBDANU)*PANU(MNH)*CONH(MNH)-(-1.0+(1L0-LAMBDANU)*PBNU(MNH))*CONH(MNH+1)-(L0-
LAMBDANU)*PCNU(MNH)*CONH(NNU)-LAMBDANU*PCNU(MNH)*CONHF(NNU)

END SUBROUTINE CALCULO_NU
Jpossasnsasesessasnsasessassss COMPARACION  #oeoeeesasmoosossasasesoscacns

SUBROUTINE COMPARACION_NU (KK, CONHC, INCNU, MNH, COMPNU, UNU)
INTEGER INCNU, NNU
PARAMETER (ENH-=200000)
DOUBLE PRECISION COMPNU(ENH)
DOUBLE PRECISION UNU(ENH), CONHC(ENH)

IF(INCNU EQ. KK) THEN
DO L-1, MNH
COMPNU(L)-ABS((CONHC(L+1)-UNU(L))/UNU(L))
ENDDO
DO L-1, MNH
CONHC(L+1)-UNU(L)
ENDDO
ENDIF
END SUBROUTINE COMPARACION_NU
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SUBROUTINE MENU_CRECIMIENTO_HIFA (K1, K2,KIA, LHIFA, RHIFA, CAGPROM, CNHUL,KHI,
LHIFANEW,VESPEC,Ur,FRER,LHTIP,LHTIR)

PARAMETER (ECH-100000)

INTEGER KHI, ITHIFA

DOUBLE PRECISION Ur,LC,LhO

DOUBLE PRECISION Lav,Lhmaxm, ALPHAR,Lhmaxr,DELTAHIFA ALPHAP

DOUBLE PRECISION KS1,KS2 BETHAN

DOUBLE PRECISION FII(ECH),FI2(ECH),Lh TI(ECH),VESPEC, KINH, DH, LHTIR, LHTIP
DOUBLE PRECISION CAGPROM, CNHUL, BETANH, FRER

DOUBLE PRECISION K1, K2, KIA, LHIFA, RHIFA, LHIFANEW

! DATOS DE CRECIMIENTO DE LA HIFA

Lav=0.000281 ILargo Promedio de la Hifa, Lav'

ATLPHAP-0.35 IFactor de Proporcionaidad de la hifa principal’
ALPHAR-2.47 IFactor de Proporcionaidad de la Ramificacion'
Lhmaxm-0.001477 ILargo maximo de la hifa principal
Lhmaxr-0.0004521 ILargo maximo de las ramificaciones

NTrami-7 INamero total de ramificaciones en hifa individual
KSI=K1 IConstante de Afinidad de Hexano, Ks'

KS2-K2 IConstante de Afinidad del Nutriente (Nitrogeno), KNH'
BETANH-=1/K2 |Parametro teorico

KINH-KIA IConstante de Inhibicion de Hexano (Haldane), KIH'
DELTAHIFA=0.0000000001 IPRINT*,'INTRODUCCION DELTHIFA'
Lh0-(8.34D-6) ILargo Inicial de la Hifa, LhO'

dh-RHIFA*2.0 IDiametro de la Hifa'

LC-=6.656E-4 ILargo Critico de Ramificacion’

VESPEC-0.0518*(CAGPROM/(CAGPROM+KS1+((CAGPROM**2.0)/KINH)))*(CNHUL/(CNHUL*BETANH+1.0))
Ur-VESPEC*Lav

FRER-Ur/(Lhmaxm*(LOG((Lhmaxm-ALPHAP*Lh0)/(Lhmaxm-ALPHAP*LC))))
FRER-Ur/(KL*(LOG(LC/Lh0))+(LC-Lh0))

LhTI(1)-Lh0/dh ILargo al tiempo cero

FI1(1)-0.0 IFactor 1 de Alargamiento al tiempo cero

FI2(1)-0.0 IFactor 2 de Alargamiento al tiempo cero
FI1(KHI)-(VESPEC*Lav¥*DELTAHIFA) IFACTOR ALARGAMIENTO HIFA PRINCIPAL
FI2(KHI)=(FRER*LhTI(KHI-1)*DELTAHIFA) IFACTOR ALARGAMIENTO RAMIFICACIONES

LhTIP-LhTI(KHI-1)
LhTIR-FIL(KHI)*(1+(ALPHAP*(LhTI(KHI-1)/Lhmaxm)))+FI2(KHI)*(NTrami+(ALPHAP* AL PHAR*L hTI(KHI-1)/Lhmaxr))
LhTI(KHI)-LhTIP+LhTIR JALARGAMIENTO DE LA HIFA

LhIFANEW-LhTI(KHI)*dh

ENDSUBROUTINE MENU_CRECIMIENTO_HIFA
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Abstract The filamentous fungus, Fusarium
solani, was grown in liquid and solid culture with
glucose, glycerol, 1-hexanol and n-hexane. The
partition coefficient with gaseous hexane (HPC) in
the biomass was lower when grown in liquid med-
ium with 1-hexanol (0.4) than with glycerol (0.8) or
glucose (1) The HPC for surface growth were 0.2
for 1-hexanol, 0.5 for glycerol, 0.6 for glucose, and
0.2 for F. solani biomass obtained from a biofilter
fed with gaseous n-hexane. These values show a
200-fold increase in n-hexane solubility when
compared to water (HPC = 42). Lower HPC val-
ues can be partially explained by increased lipid
accumulation with 1-hexanol, 10.5% (w/w) than
with glycerol (8.5% w/w) or glucose (7.1% w/w).
The diameter of the hyphae diminished from 3 um
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to 2 um when F. solani was grown on solid media
with gaseous n-hexane thereby doubling the sur-
face area for gaseous substrate exchange. The
surface hydrophobicity of the mycelia increased
consistently with more hydrophobic substrates and
the contact angle of a drop of water on the mycelial
mat was 113° when grown on n-hexane as com-
pared to 75° with glucose. The fungus thus adapts
to hydrophobic conditions and these changes may
explain the higher uptake of gaseous hydrophobic
substances by fungi in biofilters.

Keywords Biofiltration - Fusarium solani -
n-hexane - Hydrophobicity - Partition coefficient

Introduction

Biofiltration is a leading technique for controlling
low concentrations of volatile organic compounds
(VOCs) in the air. In these systems, immobilized
microorganisms in a solid support oxidize the
VOCs mainly to CO, and water (Revah and Mor-
gan-Sagastume 2005). Biofiltration has advantages
over other methods as it requires low energy input,
it does not use dangerous substances or extreme
operational conditions and the polluting agent is
destroyed and not transferred to another phase
(Devinny et al. 1999). On the other hand, these
systems are less efficient treating hydrophobic
compounds that are sparingly soluble in the
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biofilms, which usually have a high water content to
allow efficient metabolic activities. Furthermore,
bacterial biofilms offer a low surface area for the
transfer of these contaminants from the gas to the
biologically active phase (van Groenestijn and
Kraakman 2005). One alternative to improve these
limitations is to use filamentous fungi as the bio-
logical agents (van Groenestijn and Liu 2002; Ar-
riaga and Revah 2005a, b; Spigno and De Faveri
2005).

Fungi are more tolerant to acidic and low
humidity conditions and their improved perfor-
mance in biofilters treating hydrophobic pollutants
has been related to the increased surface area of the
aerial mycelia and to a more favorable partition of
the pollutant with the fungal biomass. The hydro-
phobic nature of the fungal mycelia is partly due to
hydrophobins (Lugones et al. 1998). These are
small proteins coating the aerial structures with a
hydrophobic, water-repellent layer and are specific
to filamentous fungi. They have important roles in
adhesion, in the formation of protective surface
coatings and in pathogenicity (Wdosten 2001).

Recent work by Arriaga and Revah (2005a, b)
and Spigno and De Faveri (2005) showed a
greater elimination capacity (EC) of n-hexane in
biofilters with filamentous fungi. The use of
Fusarium solani by Arriaga and Revah (2005a) in
a Perlite-packed biofilter attained EC values from
S50gm>h' to 130gm>h' with an inlet
n-hexane concentration from 1 g m=to 11 g m™.
Spigno and De Faveri (2005) found an EC of
n-hexane of 150 g m™ h™! using Aspergillus niger.

The object of the present study is to investigate
some of the characteristics that allow better
performance of fungi to degrade hydrophobic
volatile compounds in biofilters. To attain this, the
growth and the changes in the surface hydropho-
bicity and n-hexane partition coefficient of Fusari-
um solani were evaluated under different culture
conditions and carbon sources.

Materials and methods
Microorganisms and microcosm experiments

Fusarium solani B1 (Arriaga and Revah 2005a)
was grown in liquid and solid media (Perlite, an

@ Springer

inert support, imbibed with liquid mineral
medium) in closed environments (microcosms).
The liquid medium was inoculated with 1 x 10°
spores ml™! and the solid medium with 2 x 10’
spores g dry Perlite. For the experiment E13,
reported in Table 1 below, a fungal biomass
sample was obtained from a biofilter packed with
Perlite and fed continuously with n-hexane for
2 months (Arriaga and Revah 2005a).

Closed flasks were also used to evaluate the
HPC and kinetic parameters (maximum specific
growth rate, affinity constant, inhibition constant,
and maintenance coefficient). The experiments
were performed by duplicate or triplicate in
125 ml serum bottles sealed with Mininert Teflon
Valves (VICI; Precision Sampling, Baton Rouge,
LA).

Kinetic parameters

These were determined for n-hexane using the
Haldane model (Shuler and Kargi 2001):

Cu

P (1)
Ks+ Cu+ 7

H = Hmax

where .« 1S the maximum specific growth rate
(h™), Ks and K; are the affinity and inhibition
constants (g m™), respectively, and Cy is n-
hexane concentration in the gas (g m™).

Kinetic parameters for n-hexane were obtained
by respirometry by measuring CO, production.
For respirometry test, 1.5 g Perlite was mixed
with 10 ml mineral medium and inoculated with a
spore suspension. CO, production rates were
obtained from the evolved CO, at 30°C in
microcosms using headspace initial n-hexane
concentrations between 1.6 g m™ and 31 g m™.
Microcosms consisted of 125 ml closed flasks
similar to those used in the gas-liquid partition
experiments. The relation between CO, produc-
tion and biomass growth was obtained from
Viniegra-Gonzalez (1997). The u_ - Ksand K;
values were calculated based on three indepen-
dent measurements by plotting the CO, produc-
tion rate against the headspace n-hexane
concentration.
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Table 1 Effect of the No. of Exp. Carbon source Biomass HPC HPC wet
carbon source on the " h / . 1 bi A
hexane partition or growt (MBhiomass/Spertite) (experimental) iomass
coefficient (HPC) at 30°C Liquid medium®
El Glycerol - 0.19(+0.05) 0.84(+0.22)
E2 Glucose - 0.24(x0.03) 1.04(+0.11)
E3 1-Hexanol - 0.08(+0.01) 0.41(+0.05)
Liquid medium/biomass without lipids®
E4 Glycerol - 0.26(0.003) 1.05(+0.01)
ES Glucose - 0.35(+0.04) 1.36(+0.16)
E6 1-Hexanol - 0.1(x0.005) 0.50(+0.02)
Perlite medium®
E7 Glycerol 62.9 0.11(x0.01) 0.55(x0.06)
E8 Glucose 49.6 0.12(+0.03) 0.60(+0.13)
E9 1-Hexanol 172 0.04(x0.02) 0.22(0.13)
Perlite medium after n-hexane biodegradation®™*
, . E10 Glycerol 34.7 0.08(+0.008) 0.42(+0.04)
* Obtained from Eq. 5 Ell Glucose 41.0 0.054(x0.012)  0.29(0.06)
with 82% (w/w) water E12 1-Hexanol 24.7 0.033(£0.008)  0.19(x0.04)
b Experiments in closed . L .
flasks Fungi grown in biofilter with n-hexane
. E13 n-Hexane 67.4 0.039(x0.006) 0.20(=0.03)
¢ 2-8 weeks depending of Controls
the carbon source and Water _ 42.4(x6.5) _
then one week in Lipids (Eq. 4) - 0.052(x0.012) -

n-hexane

The maintenance coefficient was obtained with
fungi previously grown in liquid medium with
1-hexanol and washed three times under sterile
conditions with 0.01 M phosphate buffer (pH 7).
A known amount of biomass was placed in trip-
licate in microcosms and 4 ul n-hexane were
injected obtaining a headspace initial concentra-
tion of 30 g m~ and then cultivated at 30°C. The
evolution of the headspace n-hexane concentra-
tion was determined by direct gas chromatogra-
phy injection. The maintenance coefficient can be
expressed as:

[dCn/d1],,
X

(2)

where m is maintenance coefficient (g 7-hexane g™
biomass h™), Cy is headspace n-hexane concen-
tration (g n-hexane m™ headspace), ¢ is time (h)
and X is biomass (g).

Surface hydrophobicity

Fungal surface hydrophobicity was determined
with the contact angle of a water drop on a fungal

mat and was adapted from Smits et al. (2003). The
fungus was grown in Petri dishes with the mineral
medium in 15 g Noble agar I"' with four different
carbon sources: 10 g glucose I™'; 10 g glycerol I'';
0.5 g 1-hexanol I"' and 30 g n-hexane m™ in a
closed chamber. Sterile membranes were placed
on the top of the solidified agar and inoculation
was made with a small drop of a suspension of
F. solani at the center of the membrane. Both an
hydrophobic polyvinylidene fluoride (PVDF)
membrane (Durapore, Millipore, 0.45 um, 47 mm
diam) and an hydrophilic mixed cellulose esters
membrane (MF, Millipore, 0.45 ym, 47 mm
diam) were tested.

The dishes were cultivated at 30°C from
2 weeks to 8 weeks, depending on the extent of
the surface growth with each carbon source.
When growth had fully developed, the mem-
branes were recovered and put on a glass surface.
A 10 pl water was put on the surface and photo-
graphed with a digital camera 5 s after the water
drop was deposited, neglecting evaporation dur-
ing this time. The contact angle was measured
from the digital photo. Each experiment was
repeated four times.
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Hexane partition coefficient (HPC)

Hexane partition coefficient (HPC) experiments
were performed with biomass grown in 1-hexanol,
glucose and glycerol both in liquid and in solid
medium. For some experiments, the HPC was
evaluated in biomass where the cell lipids been
extracted. To evaluate the HPC, the fungal
mycelium was first washed and dried at room
temperature in a closed chamber with silica.
Different amounts of dried biomass or biomass
with Perlite were placed in closed bottles. Then,
2 ul n-hexane was added in the headspace and the
samples were maintained for 48 h at 30°C. The
n-hexane headspace concentration (Cpeadspace
g m™) was determined by direct gas chromatog-
raphy injection. Hexane concentration in the
biomass (Cpiomass» & m’3) was obtained by mass
balance. Control experiments showed negligible
sorption of n-hexane on Perlite. The partition
coefficient Kpjomass can be expressed as:

Cheads

pace

Kbiornass = C4 . (3)
biomass

The partition coefficient of the dried biomass
can be expressed as a function of its composition
and the individual partition coefficients of the
lipid-free biomass and the lipid component by
Eq. 4. Similarly, the partition coefficient for the
biomass on a wet basis can be calculated by Eq. 5
that includes the water fraction and the HPC in
water, (which correspond to the Henry coeffi-
cient).

1 lipid—free

_ Xlipid Xbiomass ( 4)
dry T K lipid—free
biomass lipid Kbiomass
dry
1 _ “biomass Xwater (5)
wet T Adr
biomass Kbigmass Kyater

where x are the mass fractions of water, lipids or
biomass and K are the n-hexane partition coeffi-
cients in biomass, water and lipids.

Cell lipids were extracted from the biomass
with n-hexane in a Soxhlet for 18 h. The lipids
were recovered and weighed after solvent
evaporation. Water content of F. solani was

@ Springer

determined by drying the biomass grown on the
hydrophilic membranes.

Analytical methods

Hexane concentration was measured in triplicate
by FID-GC according to Magafia-Reyes et al.
(2005). CO, production was measured in tripli-
cate by TCD-GC according to Aizpuru et al.
(2005).

The biomass in the Perlite experiments was
measured as volatile solids with a thermogravi-
metric analyzer according to Arriaga and Revah
(2005b). Biomass in liquid media was estimated
by both the Lowry and the dry weight methods.
Measurements were done in duplicate.

The diameter of the hyphae was measured with
a Nikon Optithop-2 microscope equipped with a
Leica DC 300 camera and corresponding acqui-
sition and image analyses software. At least ten
hyphal tubes per culture were measured.

Results and discussions
Hexane partition coefficients

Table 1 shows the n-hexane partition coefficient,
HPC with different substrates and growth condi-
tions. HPC was also evaluated in water, as
experimental control, and found to be within the
reported values (Zhu et al. 2004; Card 1998). For
each experimental set, the fungus grown in
1-hexanol showed the lowest partition coefficient
(i.e. higher solubility), and the HPC from growth
in glycerol and glucose were within the same
range.

Experiments E1-E3 show the HPC of F. solani
grown in liquid medium with the different sub-
strates. Growth on n-hexane was extremely slow
and is not reported. To evaluate the effect of the
cell lipids on the HPC, these were extracted from
the biomass and found to be, 10.5% (w/w) lipids
when grown on 1-hexanol, 8.5% (w/w) on glycerol
and 7.1% (w/w) on glucose. The HPC was eval-
uated on the lipid-free biomass (experiments E4—
E6) and for each carbon source it was consistently
higher than with the whole biomass. About a 30%
increase was found for glycerol and 1-hexanol and
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35% for glucose. These results suggest that
growth conditions affect HPC both by accumu-
lating different lipid concentrations and by mod-
ifying the non-lipid portion. The HPC in lipids
was 0.052(+0.012) obtained with Eq. 4 and from
data of experiments E1-E3 and E4-E6.

Experiments E7-E9 show that aerial growth on
Perlite favored n-hexane solubility with respect to
the liquid cultivation (E1-E3) for the three sub-
strates tested. For glucose and 1-hexanol, a
decrease of about 50% was observed, while it was
about 70% for glycerol. Mycelia produced on
solid possibly induces the hydrophobic properties
needed for adhesion and aerial growth, these
properties being favored by the presence of
hydrophobins, according to Agosin et al. (1997).

Experiments E10-E12 show the decrease of the
HPC after a one-week exposure to n-hexane once
growth was attained with the three substrates. The
greatest decrease was for glucose (more than 50%)
and the lowest for 1-hexanol (around 20%). This
result indicates that the fungus adapts to n-hexane
by favoring the substrate availability. Microscopic
observations of the mycelia grown on glycerol and
1-hexanol showed diameters of 3(+0.29) ym and
2(£0.49) pm, respectively. This difference in
diameter predicts that for the same biomass, the
exposed surface would be twice larger for 1-hexa-
nol as compared to glycerol. Nevertheless, the
difference can affect the gas permeability and
consequently the transfer of n-hexane from the gas
to the mycelia.

Table 1 also shows similar HPC with the bio-
mass grown in 1-hexanol (E9 and E12) to the
HPC obtained with biomass from the biofiltration
experiment, E13. It is possible that the similarity
in HPC can be related to the fact that 1-hexanol is
the first product of the n-hexane degradation
pathway.

The water content for the fungus was
82(£0.4)% (w/w); this value was used to estimate,
using Eq. 5, the partition coefficient of the wet
biomass. Table 1 shows that the calculated HPC
was consistently lower for growth on 1-hexanol as
compared to glucose and glycerol. The HPC of
F. solani grown in biofilters has a 200-fold
increase in n-hexane bioavailability as compared
to water. Although these values were obtained in
vitro they may partially explain why fungal

biofilters have shown high performance with
hydrophobic substrates, (van Groenestijn and Liu
2002; Arriaga and Revah 2005a, b; Spigno and De
Faveri 2005).

Surface hydrophobicity

The contact angle of a water drop on the surface
of the fungal colony increases with its hydropho-
bicity (Doyle and Rosenberg 1990; Smits et al.
2003). As seen in Table 2, it was consistently
larger for the biomass grown on hydrophobic than
on hydrophilic membranes. For both membranes,
contact angles were glucose < glycerol < 1-hex-
anol. The hydrophobicity of the surface of the
fungus grown on n-hexane and 1-hexanol showed
no significant difference. As with HPC, F. solani
responded to the substrate used. The contact an-
gles shown in Table 2 can be compared with the
data presented by Klotz et al. (1985), indicating
an approximate value of 60° for polymethyl-
methacrylate and acrylic resin and to an angle of
115° for the highly hydrophobic surface of Teflon.
Furthermore, it is possible that the hydrophobic
substrates favor the presence of the hydropho-
bins, which improve the adhesion capacity to solid
surfaces and determine the structure and stability
of biofilm.

Kinetic parameters

The specific growth rate of F. solani with n-
hexane is represented in Fig. 1 and shows an
inhibition by n-hexane when is greater than
7 g m™ in the gas phase. Using the partition value
of the experiment E13 (Table 1) this gas phase
concentration corresponds to 33.3 g m™ in the

Table 2 Mean contact angles of a drop of water over the
surface of a F. solani colony grown with different carbon
sources on hydrophobic polyvinylidene fluoride (PVDF)
and hydrophilic mixed cellulose esters (MF) membranes

Carbon source Contact angle (0) (degrees)

MF PVDF
Glucose 56 (x10) 75 (x6)
Glycerol 62 (+14) 104 (£15)
1-Hexanol 83 (£16) 112 (£15)
n-Hexane N.D 113 (x4)

N.D : not determined
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Fig. 1 Variation of the specific growth rate of F. solani

with headspace n-hexane concentration. () Experimental,
(- - - -) Haldane model (Eq. 1)

biomass (or 33.3 mg kg™' of biomass assuming a
fungal density of 1 g cm™). The values obtained
for pmax, Ks and Kj according to the Haldane
model were of 0.052 h™*, 1.9 g m™ and 30 g m™,
respectively. Alkanes are also inhibitory to bac-
teria; for example, the onset of the inhibition for
Pseudomonas aeruginosa on pentane gas was
around 3.5 g m™ (Garnier et al. 1999).

The n-hexane consumption rate of E13 under
growth conditions in microcosms was evaluated
and found to be 7x107 g n-hexane g’
biomass h™!, consistent with the value of 6 x 10~
g n-hexane g~! biomass h™' found previously in
biofilters by Arriaga and Revah (2005a). The
evaluation of cellular maintenance with n-hexane
yielded a value of 1.51 x 10* g n-hexane g
biomass h™!. This value indicates that, under the
microcosms conditions studied, the maintenance
was approximately 2% of the total removal. This
confirms the importance of the presence of
nutrients in biofilters to sustain high uptake rates.

Conclusion

Cultivation conditions and carbon source influ-
ence some physicochemical properties of Fusari-
um solani. Growth on a more hydrophobic carbon
source increased its surface hydrophobicity and
the solubility of gaseous n-hexane. These changes
in the fungus were not only related to its lipids
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content but possibly also to a different content or
class of molecules including hydrophobins, lipo-
proteins, etc. The improvement in the partition
coefficient and the larger surface for gaseous
exchange, due to the smaller hyphae diameter,
increases the bioavailability of hydrophobic
compounds thus allowing higher substrate uptake
rates. These characteristics confirm the interest of
the use of fungi in biofiltration of hydrophobic
substrates.
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