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Marco tecrico Introduccion.

I MARCO TEORICO

§ 1 INTRODUCCION

Hoy en dia uno de los problemas mas graves que enfrenta la humanidad es la
contaminaciéon del medio ambiente. Es por esta razén que los gobiernos se han dado a la
tarea de crear normas que permitan reglamentar la emision de contaminantes al medio
ambiente, como una medida de prevencién. Por otro lado, la comunidad cientifica trabaja
de forma paralela en el desarrollo de nuevas tecnologias, teniendo como metas el desarrollo
sustentable y la cero emisidon de contaminantes.

En la ciudad de México, una gran parte de la contaminacion es generada por la industria,
debido a la falta de una legislacion y al escaso control sobre las emisiones; a ésta poco a
poco se le ha sumado la proveniente de los vehiculos automotores, debido a los problemas
de transito y a la falta de interés de sustituir el parque vehicular, asi como a la pobre calidad
de los combustibles entre otros. Estas fuentes de contaminantes se pueden clasificar como
fuentes fijas y moviles respectivamente. En ambos casos el problema e sta asociado a la
emision de gases de combustion.

Puntualizando en el caso del aire, éste se encuentra contaminado con diversos compuestos
organicos volatiles (COVs), tales como solventes, monomeros, hidrocarburos y olores
desagradables (compuestos azufrados y materia organica en descomposicion). Algunos de
estos compuestos son generados por diversas industrias, asi como por plantas de
tratamiento de aguas residuales (PTAR), basureros, gasolineras, talleres de pintura,
expendios de productos quimicos, etc. Actualmente, la emisiéon de ciertos de estos
contaminantes a la atmoésfera tienen un papel importante (como precursores) en la
formacién de ozono, el cual es considerado como primer componente del smog. Ademas,
hay que agregar el efecto toxicolégico de algunos de estos compuestos. Un ejemplo es el
benceno, el cual ha sido relacionado con efectos negativos sobre la salud incluyendo la
leucemia (Romieu y col., 1999) sin olvidar a otros que son considerados cancerigenos y
otros desagradables al olfato (atin en pequeiias concentraciones) como el H,S.

Para el caso de los COVs, Ottengraf en 1987, propone una clasificacién en funcion de su
biodegradabilidad, como se muestra en el cuadro 1.1; los compuestos biogénicos, son
compuestos de origen natural tales como las cetonas, alcoholes, ésteres etc., mientras que
los compuestos antropogénicos, son los sintetizados por el hombre y los compuestos
xenobidticos son aquellos que no existen de forma natural como el metil terbutil éter
(MTBE), en lo que respecta a este ultimo grupo de compuestos, hay que enfatizar que su
incremento ha sido importante, ya que en 1960, se tenia conocimiento de aproximadamente
un millén de sustancias, mientras que para 1980, ya se conocian 5 millones de las mismas
(Albert, 1990).

La d egradacion d e estos compuestos en la naturaleza se ve afectada por factores fisicos,
quimicos y bioldgicos, asi como la naturaleza del compuesto a degradar.
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Biogénicos
Compuestos
qyimicos » Productos naturales
obtenidos por sintesis

—» Antropogénicos

— > Faciles

Xenobioticos P Recalcitrantes

> .
Persistentes

Cuadro 1.1 Clasificacion de los compuestos quimicos debido a su biodegradabilidad
segun Ottengraf (1987).

Actualmente existen varias tecnologias para el tratamiento de efluentes gaseosos
contaminados, éstas pueden ser de tipo fisicoquimico, tales como: adsorcién en carbén
activado, oxidacién catalitica, incineracién térmica y lavado quimico.

Asimismo, hoy en dia la oxidacién biolégica o también llamada “biopurificacién™ es una
alternativa de control y eliminacién de COVs; dicha tecnologia se basa en la capacidad
metabélica de diversos microorganismos para la oxidacién de estos compuestos. Esta
técnica, es actualmente aplicada en Alemania, Holanda, Japén y mas recientemente en los
Estados Unidos y se est4 aplicando a industrias farmacéuticas, de alimentos, de pinturas y
PTAR, entre muchas otras.

§ 1.1 Aspectos generales de la contaminacién en la ciudad de México

La zona metropolitana de la ciudad de México (ZMCM) es un ejemplo de una ciudad donde
el problema de la contaminacién del aire ha tenido una importante evolucién en muy poco
tiempo, causando riesgos de salud a los habitantes.

La poblacién en la ZMCM es de alrededor de 20 millones (aproximadamente una quinta
parte de la poblacién total del pais); esta ciudad cuenta con 30,000 industrias y 12,000
establecimientos prestadores de servicios. Por otro lado, el parque vehicular es de alrededor
de 2.8 millones de vehiculos (incluyendo el transporte piblico), toda esta actividad requiere
de 20 millones de litros de gasolina y diesel diarios, 1.8 millones de litros de otros
combustibles y 340 millones de pies ctibicos de gas natural (Bravo y col., 1997). Toda esta
actividad ha causado un incremento en las emisiones de monéxido de carbono (CO), 6xidos
de nitrégeno (NOx) y COVs.

Un indicador indirecto de la calidad del aire lo constituye el consumo de energéticos
empleados en los sectores productivos, transporte y doméstico, ya que en su mayor parte,
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los contaminantes emitidos a la atmésfera son el resultado de la combustién de diferentes
tipos de combustibles (Comision Ambiental Metropolitana, Zona Metropolitana de la
ciudad de México, 1997).

Lo anterior nos lleva a una identificacién de las fuentes que emiten contaminantes a la
atmosfera; con este propésito se realizé un inventario de emisiones en 1996. Esta actividad
es importante y a la vez compleja, ya que demanda la instrumentacién y aplicacion de
métodos bien definidos que permitan estimar el tipo y la cantidad de contaminantes que se
incorporan a la atmésfera. La informacién recopilada permitira la toma de decisiones
encaminadas a la aplicaciéon de planes y programas de prevencién y control de la
contaminacién del aire, la evaluacién del cumplimiento de la normatividad ambiental
establecida, el analisis de tecnologias disponibles y el seguimiento de la evolucién del
aumento o disminucién en los volimenes de emision de contaminantes.

Tabla 1.1. Inventario de emisiones para ZMCM en toneladas por afio. (Bravo y col., 1997)
Sector Nox Hidrocarburos SO, CO Particulas

Plantas 17,855 97 19 1,291 163
termoélectricas
Almacenaje y
Distribuciénde |  ----- 20,127 | e | e | eeeee
gasolinas
Venta y
Distribuciénde |  ----- 242272 | - | e | e
gas L.P.
Industria 13,665 33,002 26,031 7,405 6,195
Servicios 5,339 136,034 7,217 948 1,077
Transporte 91,787 555,321 12,201 2,348,498 18,842

De esta forma, se sabe que en la ZMCM la mayor parte de las emisiones de monéxido de
carbono, 6xidos de nitrégeno e hidrocarburos se generan por el consumo de gasolina y
diesel en el sector transporte, como se puede observar en la tabla 1.1

A diferencia de las emisiones industriales y vehiculares, recientemente las emisiones
biogénicas en la ZMCM empiezan a ser consideradas como una fuente significativa de
emisién de hidrocarburos. En otros paises se ha reconocido que del total de las emisiones de
COV generadas, las fuentes biogénicas contribuyen hasta con cerca del 20%, que ademas,
por el tipo d e c ompuestos q ue e miten, e stos p articipan en la formaciéon de ozono en las
zonas urbanas, en presencia de éxidos de nitrégeno y luz solar. Las emisiones biogénicas
obtenidas fueron del orden de las 131 mil toneladas anuales; los valores mas altos de las
emisiones biogénicas totales se obtienen para el isopreno, seguido por el monopreno y de
los demas COVs. Los 6xidos de nitrégeno se producen en el suelo como resultado de los
procesos microbianos de nitrificacion y desnitrificacién y por algunos mecanismos
quimicos que involucran a los nitritos, las emisiones de NO, fueron de 1,279 toneladas
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durante 1996. Por todo lo anterior, se deduce que los hidrocarburos no deben de ser
tomados a la ligera ya que son de gran importancia para efectos de contaminacién
atmosférica, sobre todo como precursores de ozono (Riveros, 1995).

§ 1.2 Hidrocarburos y compuestos organicos volatiles (COVs)

Los hidrocarburos, se pueden clasificar en tres grandes familias de interés: oleofinas,
parafinas y aromaéticos, mientras que los COVs son considerados un subgrupo de los
hidrocarburos. Estos compuestos reaccionan con éxidos de nitrégeno en presencia de luz
solar (reacciones fotoquimicas) p ara formar ozono, el cual es considerado un compuesto
primario del smog.

Todas estas sustancias cuando se emiten a la atmoésfera reaccionan entre si formando y
destruyendo, en diferentes tiempos y velocidades, especies quimicas distintas a las que las
originaron. La complejidad de la mezcla de hidrocarburos y COVs existentes en la
atmésfera determinan en gran medida los tiempos y velocidades en que se forma el ozono.
En dicha formacién también influye la naturaleza de los compuestos intermediarios en la
secuencia de las reacciones fotoquimicas; entre estos destacan los aldehidos que actiian
como iniciadores y que aumentan la velocidad de las foto-oxidaciones.

La presencia y concentracién de diferentes especies puede asociarse con las fuentes de
procedencia. Asi, las oleofinas ligeras (etileno y propileno) provienen principalmente de las
emisiones vehiculares; las parafinas (C5) se asocian con las emisiones evaporativas en
gasolineras, mientras que el tolueno refleja indudablemente act1v1dades relacionadas con el
uso de solventes en la industria y los talleres de pintura. -

Por otro lado, uno de los términos mas utilizados en la industria de los solventes es el de
COV, este se usa en productos tales como tintas, adhesivos, desengrasantes, agentes
limpiadores, lubricantes y combustibles entre muchos otros. En la tabla 1.2 se presenta una
breve lista de algunos COVs més comunes, aunque cabe resaltar que los iltimos tres rubros
son categorias basicas de compuestos quimicos que abarcan miles de compuestos
individuales (Ruddy y Carrol, 1993).
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Tabla 1.2 Algunos COVs
Tolueno
VCM
Xileno
Isopropanol
Etilen glicol
Destilados de petréleo
Naftas
Metil etil-cetona
Acetona
Parafinas
Oleofinas
Aromaticos

La produccion de estos compuestos se da a gran escala (la produccién mundial de tolueno
es de alrededor de 10 millones de toneladas; www.gobi.co.uk: 2000) y se sabe que una gran
cantidad de estos solventes no se alteran quimicamente durante su utilizacién, asi que
después de realizar su funcién, son emitidos a la atmésfera. Las emisiones de COV:s al aire
son generadas por muy diversas fuentes, algunas de estas son las denominadas TAFDs, que
significan Tratamiento, Almacenaje y Facilidades de Disposicién. Estas fuentes de emisién
incluyen tierras de relleno sanitario, tanques y contenedores abiertos, goteras, equipos de
transporte (pipas), asi como operaciones de manejo y sistemas de control para la
contaminacién (Shen y col., 1990).

En el caso de las emisiones de COVs, la legislacion de los Estados Unidos postula que las
areas de emision no deben de exceder el estandar de calidad de aire, que es de 0.12 ppm. Lo
anterior est4 descrito en el apartado I del Acta de Aire Limpio de 1990. Asi mismo, el
apartado III propone la reduccién de emisiones de 189 c ontaminantes p eligrosos para el
aire, algunos de los cuales son incluidos bajo la definicién de COV (Ruddy y Carrol, 1993).

§ 1.3 Los hidrocarburos y los COVs como precursores de ozono

La produccion de ozono en la tropésfera, esta directamente relacionada con la conversién
de 6xido nitrico (NO) a diéxido de nitrégeno (NO,). Estas reacciones van acompafiadas de
radicales peréxido (HO; y RO,) que se producen durante la oxidacién de los hidrocarburos
y de los COVs.

Los hidrocarburos son eliminados d e 1 a atmésfera m ediante un s innimero d e r eacciones
quimicas y fotoquimicas, son ficilmente oxidados ya que son termodindmicamente
inestables. Algunas de las principales reacciones involucradas en la oxidacién atmosférica
de los hidrocarburos pueden ser explicadas tomando al metano como ejemplo, ya que este
es el hidrocarburo mas comiin y ampliamente disperso atmosféricamente (Manahan, 1991).
Al igual que otros hidrocarburos, éste reacciona con 4tomos de oxigeno (generalmente
producidos por la disociaciéon fotoquimmica de NO,) para generar radicales metil e
hidroxilo.
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CH.]. + 0 — H}C- + HO'
El radical metil reacciona rdpidamente con oxigeno molecular para formar radicales peroxi,

muy reactivos, que con el metano forman el radical metoxi (H;COO").
CHy +HO® ___, H3;C' + H,0
Estos radicales participan en una variedad de reacciones subsecuentes, principalmente las

involucradas en la formacién del smog. De tal forma que el radical hidroxilo reacciona
rapidamente con los hidrocarburos para formar radicales hidrocarbonados muy reactivos (en

este caso el radical metilo H3C*). Las siguientes son algunas reacciones involucradas en la
oxidacion total del metano (Manahan, 1991):

H3;CO +03 — varios productos

H;CO* +0, —* CH,O0 +HOO°

H;COO®* +NO, + M — CH;00NO; +M

La especie CH300NO,, es el nitrato de peroxiacetil (PAN), que es un fuerte oxidante.

Estas reacciones son responsables de la formacién de los 6xidos de nitrégeno (NOy), siendo

estos los principales responsables del ciclo de oxidacién para la formacién de ozono en la
troposfera.

El mecanismo de reaccién de diversos COVs, estd dado mediante el siguiente ciclo de
reacciones (Seinfeld, 1990):

COVe Ol s RO;* + H20
RO, +NO ~——" NO,+RCHO + HO;*
HO;* +NO — NO,+OH"
Posteriormente:
NO2 +hy ——» NO+O
O+ ——s O

Donde hv es energia de la radiacién ultravioleta.
El potencial neto para la formacién de ozono (reactividad de los COVs), depende
basicamente de tres factores:

1) La velocidad de reaccion de los radicales hidroxilo.
2) El nimero de radicales peroxi formados durante la reaccion.
3) La importancia de los intermediarios formados durante la reaccion.
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§ 1.4 Tecnologias para el control de emisiones de COVs

Se sabe que las principales fuentes de emisién de COVs son: los vehiculos, la evaporacién
de combustibles durante su manejo, las refinerias, las industrias petroquimicas, las
tintorerias, las desgrasadoras, el proceso de asfaltado, establecimientos donde se pintan
autos, los basureros y las PTAR (Migica-Alvarez y col., 1997). Las estrategias para el
control de COVs se inician con un inventario de emisiones que proporcione la informacién
necesaria para seleccionar la tecnologia de control mas adecuada.

Las técnicas (fisicoquimicas y bioldgicas) més utilizadas para el tratamiento de COVs
(Rodney y Pennington, 1996), son:

- Incineracion térmica.

- Incineracion catalitica.

- Adsorcién con carbdn activado.

- Lavado quimico.

- Tecnologias biolégicas (biofiltracién).

A continuacién, se discuten cada una de estas tecnologias poniendo de manifiesto sus
principales caracteristicas de operacién y aplicacion.

§ 1.4.1 Incineracién térmica

La incineracién térmica es un proceso simple, que se realiza a altas temperaturas. Los
contaminantes se mezclan con gas natural para ser llevados hasta CO; y agua mediante la
incineracién. Parte del calor generado a lo largo de este proceso puede ser recuperado, lo
cual constituye una importante alternativa en la recuperacién de energia que posteriormente
puede ser utilizada en alguna otra operacién unitaria (Rodney y Pennington, 1996).

Los pardmetros mas importantes en la incineracién térmica son: el tiempo de residencia en
el incinerador, la temperatura de la flama y el grado de mezclado del flujo de gas
contaminado con la flama.

El tiempo de residencia determina el grado de combustién y éste depende del mezclado en
la flama (Salemink, 1990). Dicho tiempo oscila entre 0.5 y 1.0 segundo, obteniendo
eficiencias de més del 95 % (Ruddy y Carrol, 1993). La temperatura utilizada en este
proceso depende de los componentes presentes en el gas a tratar, pero suele situarse entre

800 y 900 OC.

Las ventajas de la incineracion térmica son una alta eficiencia y una operacién simple. Su
principal desventaja es que a bajas concentraciones de contaminante es necesario utilizar
combustible extra, lo que incrementa los costos de operacion. Ademds, en este proceso se
generan grandes cantidades de oxidos de nitrégeno (NOx) y en la combustion de

hidrocarburos clorados se produce HCI.



Marco tedrico Introduccion.

§ 1.4.2 Incineracion catalitica

En la incineracion c atalitica se realiza el mismo proceso que en la incineracién térmica.
Pero en presencia de un catalizador que disminuye la energia de activacion a fin de que este
proceso se efectiie a una menor temperatura, normalmente entre 500 y 600 °C. La cantidad
y tipo de catalizador depende del tipo de COV que va a ser oxidado. Cuando se emplean
catalizadores de metales nobles, la cantidad de catalizador varia entre 0.025 y 0.035 m*
(lecho) / 1000 m® (de gas) (Salemink, 1990). Con estas caracteristicas se obtiene una
eficiencia del 95 % (Ruddy y Carrol, 1993).

Su ventaja mas importante es la alta eficiencia que se obtiene, sin olvidar la simplicidad del
proceso; mientras que su principal desventaja es atribuida a la contaminacién de la
superficie del catalizador, tendiendo a desactivarse y como consecuencia a ser reemplazado.
Por otro lado, no todos los tipos de COVs pueden ser oxidados empleando esta tecnologia,
en particular los compuestos orgéanicos que contienen cadenas halogenadas.

§ 1.4.3 Adsorcién en carbén activado

La adsorcién es el proceso en que los componentes son retenidos sobre una superficie. En
este caso, los contaminantes orgéanicos del gas a tratar se adsorben sobre la superficie de
granulos de carbén activado. La cantidad de contaminantes que quedan atrapados depende
de la capacidad de adsorcion del carbén y del tipo de contaminante. En general puede
decirse que la capacidad de adsorcién se incrementa con el peso molecular y con la
polaridad d el compuesto a adsorber; la temperatura y la presién también son pardmetros
importantes.

En el caso de adsorcién regenerativa, el equipo consiste en dos lechos que por turnos son
cargados (adsorcion) y regenerados (desorcién). La regeneracién puede realizarse con vapor
0 con aire caliente. En el caso de regeneracién con vapor, éste es condensado y los
contaminantes son recolectados en la fase acuosa, la cual debe de ser purificada
posteriormente. Como regla, la adsorcién regenerativa sélo es usada con concentraciones
mayores de 0.5 g/m’ con concentraciones menores se usa solamente adsorcién simple
(Salemink, 1990).

Las ventajas de esta tecnologia son: una eficiencia entre el 90 y 98 % (Salemink, 1990), es
una técnica adecuada para un gran nimero de compuestos muy diferentes y en algunos
casos, existe la posibilidad de reutilizar los compuestos adsorbidos.

Los siguientes aspectos pueden ser considerados como desventajas de la adsorcién
(regenerativa) en carbdn activado (Salemink, 1990). Se necesita vapor o aire caliente para el
proceso de regeneracién, ademas de generar una corriente liquida con contaminantes,
durante este proceso. El influente gaseoso, no podra tener una temperatura mayor a los
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40°C, con una humedad relativa del 60 %. Por lo anterior, en algunos casos es necesario un
pretratamiento. Por otro lado, en condiciones secas, el carbon activado es flamable.

Para un cierto nimero de componentes, el carbén activado no es adecuado como agente
adsorbente; es el caso de compuestos dificiles de desorber (hidrocarburos con un alto punto
de ebullicién) o compuestos que polimerizan o dan origen a enlaces con la superficie del
carbon (estireno y peréxidos) y lo més importante es que esta tecnologia tiene altos costos
de operacion (Devinny y col., 1999).

§ 1.4.4 Lavado quimico

El lavado quimico se realiza empleando un agente oxidante, el cual se adiciona de forma
gradual al agua empleada para el lavado. Generalmente, estos agentes son ¢ loro, o zono,
hipoclorito o permanganato.

Entre las ventajas de este método se puede mencionar su rapidez. Por ejemplo, cuando se
emplea ozono, se requiere un tiempo de reaccién de 30 segundos. El lavado quimico tiene
un 95% de eficiencia para COVs 'y CIVs biodegradables. A lgunas de sus desventajas se
refieren a que este método es poco eficiente para hidrocarburos y otros compuestos
ligeramente reactivos, ademas de que los reactivos empleados como agentes oxidantes son
corrosivos y peligrosos. En algunos casos, la cantidad de agua utilizada es considerable y
entonces los costos de alcantarillado tienen que ser tomados en consideracion.

§ 1.4.5 Sistemas biolégicos (biofiltracion)

La biofiltracién es una técnica que combina los principios de la adsorcién del carbén
activado y del lavado quimico. Esta combinacién permite tener eficiencias entre un 80 y 99
% para un amplio rango de COVs (Ruddy y Carrol, 1993). Si comparamos el proceso de
biofiltracién con las demas tecnologias, observaremos que la principal diferencia entre estas
oxidaciones estriba en que con la biofiltracién, la oxidacién se realiza bajo la influencia de
un sistema biolégico que contiene al menos un catalizador enzimatico para cada compuesto,
mientras que en los otros casos esto no es posible. Lo anterior, de debe a que en la
biofiltracién se utilizan microorganismos, los cuales se encuentran adheridos a un medio
poroso para degradar el contaminante que se encuentra en la fase gaseosa (Devinny y col.,
1999). -

El biofiltro en su forma mas sencilla (fig. 1.2), esta constituido por un soporte o material
filtrante y una poblacién microbiana, responsable del proceso de oxidacién. El tamafio de
un biofiltro depende en gran medida de la concentracién de los contaminantes del gas a
tratar y de la biodegradabilidad de estos. De acuerdo a estos factores y al volumen del
material filtrante, el tiempo de residencia se encuentra entre los 5 y 75 segundos. Por otro
lado, flujos con concentraciones mayores a 4 6 5 g/m’ no pueden ser tratados
satisfactoriamente con esta tecnologia (Salemink, 1990).
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El importante desarrollo que ha tenido la microbiologia en los tiltimos afios y la experiencia
obtenida con la instalacién y operacion de biofiltros (van Lith, 1989; Jol y Dragt, 1988), nos
demuestra que son muy pocos los compuestos contaminantes que no pueden ser degradados
por microorganismos bajo condiciones aerdbicas. Al respecto, Leson y Winer, 1991,
reportan capacidades de eliminacién (CE) de 50 a 100 g/m’h para compuestos faciles de
degradar tales como alcoholes, cetonas y algunos hidrocarburos aromaticos; Weckhuysen y
col. (1993), observaron CE de 90 g/m’h para butanol y Garcia-Pefia y col. (2001) reportaron
CE para el tolueno de 250 g/m’h.

Las ventajas de la biofiltracién se resumen de la siguiente manera una alta eficiencia de
remocion, para un gran grupo de COVs: cetonas, ésteres, alcoholes, compuestos olorosos y
compuestos aromaticos entre otros (Leson y winer, 1991); bajos costos de instalacién,
operacién y mantenimiento; caidas de presién minimas y lo méis importante es que no se
genera contaminacién secundaria, como en el caso de las tecnologias fisicoquimicas
(Salemink, 1990; Devinny y col., 1999).

Las principales desventajas de la biofiltracién son: que no puede ser utilizada para tratar
flujos gaseosos con altas concentraciones de contaminantes y la dificultad en el control de
humedad dentro del biofiltro.

IVAVAVAVRYRY) .
¢ T BN VY Dren&je Biofiltro
? Hurdificador

Fig.1.2 Diagrama de un sistema de biofiltracién abierto (Leson y Winer, 1991)

§ 1.4.6 Comparacion de tecnologias para el tratamiento de COVs

La seleccién de un método para el control y eliminacién de los compuestos contaminantes,
implica un profundo analisis de las caracteristicas del contaminante (concentracién y tipo),
asi como el costo de las tecnologias (Ruddy y Carrol, 1993; Rodney y Pennington, 1996).
De esta manera, el factor econémico suele ser el punto més importante para elegir alguna de
estas tecnologias. A continuacién se presenta a manera de resumen una tabla que nos
permite analizar cual de estas tecnologias empleadas en el tratamiento de gases suele ser
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mas econdémica y cuéles son sus alcances y limitaciones, en lo que al rango de
concentraciones de operacion se refiere.

Tabla 1.3 Comparacién entre las técnicas disponibles para el control de COVs (Ruddy y Carrol,
1993; Van Lith y col., 1997).

Categoria Rango de % de Costos Residuos
Tecnologia de concentracion | eficiencia | ysp/m3 | Secundarios
COVs en PPM
Oxidacion HCA, 100-2000 95-99 2-9 Productos de
térmica HCH, A, K combustion
Oxidacion HCA, 100-2000 90-95 2-8 Productos de
catalitica HCH, A, K combustion
Adsorcion HCA, 20-5000 90-98 9-33 Carbén
en carbon HCH, A saturado
activado
Agua con
Lavado 34 agente
quimico _ oxidante
' HCA,
Biofiltracion | HCH?¥, <2000 90-95 0.2-5 Ninguno
A, K

HCA= Hidrocarburos AIirféticos y Aromaticos. HCH= Hidrocarburos Halogenados.
A= Alcoholes, Glicoles, Eteres, Epéxidos y Fenoles. K= Cetonas y Aldehidos
* Aplicacion limitada.

De los datos presentados en la tabla 1.3 y tomando en cuenta el factor econémico como un
criterio importante al momento de hacer una seleccion, tenemos que: la adsorcién en carbén
activado es la tecnologia mas costosa para el control de emisiones de COVs. En la prictica,
esto puede justificarse cuando los compuestos a tratar pueden ser recuperados y
posteriormente reutilizados. En el caso de la incineracién térmica, esta tecnologia es una
alternativa costosa para la purificacién de gases. Aunque en la practica, la incineracién
térmica puede ser la mas adecuada cuando se tienen una alta concentraciéon de COVs y
grandes requerimientos de calor dentro del proceso, ya que éste ultimo puede ser
proporcionado a través del sistema de recuperacidn, contenido en el mismo incinerador.

La incineracion catalitica resulta ser un método mas econémico que la incineracién térmica.
Sin embargo, en algunos casos esta tecnologia no puede ser empleada debido a los posibles
envenenamientos del catalizador. La biofiltracién, es el método mas econdémico para
limpiar gases contaminados con COVs. En este momento la biofiltracién parece ser la
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tecnologia més adecuada y segura, aunque ésta no puede ser empleada en todos los casos,
por ejemplo cuando se tienen concentraciones mayores de 5 g/m’ o flujos con compuestos
que no pueden ser degradados bioldgicamente. En estos casos, las otras tecnologias tienen
que ser tomadas en cuenta al momento de realizar una posible seleccion.

De lo anterior, se concluye que cuando buscamos una solucién para el problema de las
emisiones de COVs, en primer término, la reutilizacién o la recuperacion de dichos
compuestos tiene que ser considerada. Posteriormente, las técnicas de oxidacién o
destruccién son tomadas en cuenta; entre éstas, se encuentra la biofiltracién, que cuando es
aplicable puede ser la alternativa econémicamente mas atractiva, frente a los métodos
tradicionales para el tratamiento de COVs, sobre todo si la corriente a tratar contiene bajas
concentraciones del contaminante lo que actualmente representa un problema general en la
industria donde un biofiltro puede funcionar de manera adecuada.

12
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§ 1.5 Sistemas biol6gicos, para el tratamiento de COVs en efluentes gaseosos

La nueva era de la biotecnologia esta basada en un amplio abanico de conocimientos
cientificos y técnicos de los sectores quimico, farmacéutico, agricola y ambiental, entre
otros.

En materia de medio ambiente, en la tltima década los aspectos de legislacion, respecto a
limites de emision de diversos contaminantes se han hecho més estrictos. Es por esta razén
que diversos grupos de investigacion trabajan para proponer posibles soluciones a los
problemas de contaminacién del suelo, agua y aire. Lo anterior, ha llevado a la instalacién
de diversos sistemas de control mas eficientes para disminuir la emisién de substancias
toxicas al medio ambiente (Ruddy y Carrol, 1993).

Dentro de este marco, tenemos a los procesos de purificacién biolégica. Estos basan su
operacién y ¢ xito en la capacidad metabélica d e d iversos microorganismos de degradar
compuestos toxicos (generalmente bacterias, un reducido grupo de levaduras y algunos
hongos filamentosos).

Esta capacidad, se debe a la evolucién que los microorganismos han sufrido durante
millones de afios. Dicho proceso evolutivo ha dado origen a sistemas enzimaticos, que
permiten degradar adecuadamente compuestos biogénicos, antropogénicos, asi como
algunos compuestos xenobidticos (con estructuras no naturales) que presentan una
biodegradabilidad pequefia (compuestos recalcitrantes) o nula (compuestos persistentes)
(Ottengraf y Disks, 1990).

Debido a que la Hegradacién se realiza en la mayor parte de los casos en condiciones
aerdbicas, estos microorganismos oxidan los compuestos hasta CO, y H,O como productos
finales del proceso metabdlico. Parte de estos compuestos se transforman en nuevo material
celular (Fig. 1.3).

TABOLISMO
oA Productos —

OXIDACION CO,, H,0

Sustrato

ARz QOS2M

2o~~~ LEX

ANABOLISMO Células

SINTESIS CELULAR nuevas

Figura 1.3 Eliminacién del sustrato, debido a la oxidacién microbiolégica.
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§ 1.5.1 Clasificacion de los diferentes sistemas biolbgicos

Existen tres tipos de sistemas de purificacién biolégica de corrientes gaseosas
contaminadas, que presentan las condiciones apropiadas para la oxidacién de diferentes
COVs. Estos son: biolavadores, filtros de escurrimiento y biofiltros (tabla 1.4).

Estos equipos se identifican por el comportamiento de la fase liquida y de la flora
microbiana. Dicha fase puede estar en continuo movimiento o estacionaria; los
microorganismos, se pueden encontrar libres y dispersos en la fase acuosa, o inmovilizados
en un material de empaque.

Tabla 1.4 Clasificacién de los sistemas segiin el comportamiento de la fase acuosa.

Fase acuosa
En movimiento Fija
Dispersa Biolavador
Flora
Microbiana
Inmovilizada Lec!:o .de Biofiltro
escurrimiento

§ 1.5.1.1 Biolavadores

Estos equipos, han sido utilizados en diversas ramas de la industria, basicamente para
desodorizar los efluentes gaseosos. El biolavador consta generalmente de un
compartimiento lavador y un compartimiento de regeneracién (fig. 1.4). El lavador es una
columna irrigada, en donde las gotas de agua con microorganismos son distribuidas a
contracorriente con el gas a tratar. Esto permite una continua transferencia de masa de
contaminantes y oxigeno del gas hacia la fase liquida.

La velocidad de transferencia de masa de un compuesto estd determinada por el producto
del coeficiente de transferencia de masa, el area de contacto y el gradiente promedio (la
diferencia entre la concentracién de equilibrio y la concentracién real en la fase acuosa). La
absorcion de un compuesto puede ser alta si su concentracién en el agua de lavado es baja y
su solubilidad es alta. Sustancias absorbidas en el agua pueden ser oxidadas a través de la
actividad microbiana y eliminadas de la fase liquida por una suspensién de lodos activados
en el compartimiento de regeneracion.

El mezclado por agitacion o por aireacién suele ser necesario para prevenir la
sedimentacién de los lodos microbianos. El control de las condiciones fisicas y quimicas
(ejemplos: temperatura, pH, concentraciones de carbono, nitrégeno y fésforo) es necesario
para asegurar una oxidacién éptima.

14
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Salida del gas

Biolavador

r 3

Entrada
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alimetacién

Lodos
activados

Fig. 1.4 Diagrama de proceso de un biolavador.

§ 1.5.1.2 Filtros de escurrimiento

En contraste con los biolavadores, en los filtros de escurrimiento el proceso de absorcién
del contaminante en la fase liquida y la regeneraciéon de la misma ocurren de manera
simultanea. El filtro de escurrimiento consiste en columnas empacadas sobre cuya
superficie se desarrolla una biopelicula de varios milimetros de espesor (Ottengraf, 1987).
El érea especifica (4rea de contacto por unidad de volumen de columna) del empaque puede

ser relativamente baja, 100-300 m2m-3 (Ottengraf, 1987), permitiendo la existencia de un
gran volumen v acio por donde p asa el gas, m inimizdndose asi 1a caida de presién en la
columna y el riesgo de que el espacio vacio sea obstruido por el crecimiento bacteriano o
por parte de la biopelicula desprendida.

La fase liquida contiene los nutrientes inorganicos disueltos y es suministrada por la parte
superior de la columna y distribuida de manera homogénea sobre la seccién transversal de
la misma. El flujo de agua descendente rodea en peliculas delgadas al material de empaque,
y humedece la biopelicula. El gas residual es forzado a pasar a contracorriente del liquido.
El oxigeno, asi como los componentes solubles en agua, se transfieren a la fase liquida, y
posteriormente a la biopelicula, donde son transformados o eliminados mediante reacciones
biolégicas aerobias.

Las columnas o filtros de escurrimiento se han usado por varias décadas para el tratamiento

de aguas residuales. El modo de operacién es esencialmente el mismo cuando se aplica a la
purificacién de gases residuales (Ottengraf, 1987).
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Salida del gas
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Fig. 1.5 Diagrama de proceso de un lecho de escurrimiento.

§ 1.5.1.3 Biofiltros

En sus inicios, la biofiltracién fue utilizada principalmente para eliminar los olores en las
plantas de tratamiento de aguas y sitios similares (Ottengraf, 1987). El disefio convencional
de estos sistemas se muestra en la figura 1.6.

El gas contaminante se hace pasar a través de una capa de empaque natural, biolégicamente
activo (composta, turba, etc.). Este material suele mezclarse con pedazos de madera, ramas
0 con materiales inertes tales como anillos pall o piezas de plastico corrugado (Ottengraf y
Disks. 1990; van Groenestijn y Hesselink, 1993), con este tipo de combinaciones se crea
una estructura ligera por donde pasa el gas, conlo que se evita asi la compactacién del
lecho y se obtienen bajas caidas de presién. El material de empaque sirve como soporte para
los microorganismos, principalmente bacterias y hongos, los cuales rodean al material que
constituye el lecho y forman sobre su superficie una biopelicula.

Las particulas con las que se empacan los biofiltros son usualmente de tamafio razonable, lo
cual proporciona una superficie de adsorcién adecuada y una resistencia minima al flujo, ya
que si se utiliza una superficie pequefia, serd necesario un equipo de mayor tamafio y
consecuentemente un volumen de equipo que no resulte econémico. Aunado a lo anterior,
una gran resistencia al paso del gas requiere de un excesivo consumo de energia, lo que
repercute de manera directa en los costos de operacién del equipo.
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Biofiltro
Humidificador

-«
> > .
- Salida del gas
>
\“--.. ..//
Recirculaciér o Material
de agua filtrante
Entrada
del gas
g‘ Entrada Nutrientes Agua
del gas . inorgéanicos
humidificado Recuperacion
de lixiviados

Fig. 1.6 Diagrama de proceso de un biofiltro experimental.

§ 1.6 Bases de disefio y operacién de un biofiltro

Treinta afios han sido acumulados en el disefio y construccién de biofiltros a través de la
experimentacion y practica; sin embargo, la 6ptima operacién de un biofiltro involucra un
conocimiento fundamental de estos sistemas, ya que generalmente no operan con el mismo
contaminante, concentracién, flujo de aire, temperatura y humedad (Devinny y col., 1999).
Por lo tanto, para obtener sistemas de biofiltracién con alta eficiencia de remocién de
contaminantes, es necesario tomar en cuenta cada uno de los pardmetros antes
mencionados. Dicha eficiencia se basa en el crecimiento y la actividad metabélica de los
microorganismos dentro del biofiltro y éstos dependen tanto de la cantidad de oxigeno
disuelto en la biopelicula, como de la ausencia de inhibidores para los microorganismos, de
la disponibilidad de nutrientes, de la suficiente humedad y de rangos adecuados de
temperatura y pH.

A continuacion se discuten cada uno de estos puntos:
§ 1.6.1 Microorganismos

Una gran variedad de microorganismos han sido estudiados en relacién con los biofiltros,
ya que se sabe que varios de estos se encuentran involucrados en la degradacién de COVs.
Dentro de los cuales, tenemos principalmente a las bacterias y los hongos. Estos en su
mayoria son heterotréficos, es decir, que emplean los constituyentes del gas a tratar como
unica fuente de carbono (anabolismo) y energia (catabolismo) y los transforman en CO; y
H»0. Aproximadamente el 50 % del carbén contenido en el sustrato estd involucrado en
cada reaccion (Diks y col., 1991). Figura 1.3.

Muchos de los microorganismos encontrados en materiales de empaque de los biofiltros no
inoculados, son bacterias. Dependiendo de la composicién del flujo gaseoso y las
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condiciones fisicoquimicas en el filtro, se desarrollan diferentes mezclas de poblaciones
(Cox y col., 1996). Rieneck (1992), encontré que muchas de las bacterias p resentes son
corineformes y formadoras de esporas, es decir, bacilos y ocasionalmente son
Pseudomonas. Los Actinomicetos son frecuentemente representados por Streptomyces spp.
Las levaduras y los hongos pueden pertenecer a los géneros Mucor, Mortierella, Rhyzopus,
Penicillium, Aspergillus, Clostridium, Fusarium, Trichoderma, Alternaria y Botritis. De
acuerdo con Pearson y col. (1992), el total de bacterias contadas en un biofiltro se encuentra
en un rango entre 5x10’ y 3x10'°UFC/g de empaque.

Algunos investigadores han estudiado la distribucién espacial de los microorganismos en
los biofiltros y han observado que la remocién de compuestos orgénicos volatiles es mayor
cuando la densidad de microorganismos es alta (Ottengraf y van den Oever, 1983). La
biodegradacién de compuestos, en particular xenobidticos, puede requerir la inoculacién del
biofiltro con microorganismos que hayan sido expuestos previamente al contaminante.
Suspensiones de suelo y de microorganismos especialmente cultivados han sido utilizados
como inéculo para la degradacién de ciertos compuestos (Corsi y Seed, 1995). La presencia
de microorganismos capaces de degradar compuestos xenobidticos es necesaria para la
biofiltracién de BTX.

Como resultado de la combinacién de estos indculos previamente adaptados con el material
de empaque se generan cambios sobre las poblaciones microbianas existentes y se favorece
a las especies que metabolizan los contaminantes deseados. Se sabe que para compuestos
organicos féaciles de degradar, el tiempo de adaptacién es aproximadamente de 10 dias
(Ottengraf'y col., 1986).

Lo anterior ha permitido que algunos cultivos microbianos hayan sido desarrollados y
adaptados en laboratorios para degradar compuestos especificos. Algunos de estos son:
Pseudomonas y Nocardia, especies de bacterias comunes en la degradacién de compuestos
organicos; Flavobacterium que puede adaptarse para oxidar compuestos tales como
Pentaclorofenol; Mientras que Hipomicrobium  parece ser habil para degradar
diclorometano (Jol y Dragt, 1988).

En el caso de los hongos, uno de los representantes mas importantes es Phanerochaete
chrysosporium, este organismo ha mostrado ser capaz de degradar diversos tipos de
compuestos. El uso de hongos se debe a que estos microorganismos se desarrollan en
habitats naturales con bajos contenidos de agua. Por otra parte, van Groenestijn y
Hesselink. (1993), postulan que las hifas aéreas de los hongos forman una gran dreade
superficie especifica, la cual esta en contacto directo con el flujo de aire que pasa a través
del biofiltro

También existen trabajos de investigacién de los que se obtiene informacién concerniente a
la cinética de biodegradacion (Bitzi, y col., 1991; Shareefdeen y col., 1993; Wang y Loh,
1999); estos autores, han trabajado en la degradacién de mezclas de compuestos organicos
utilizando monocultivos y mezclas de bacterias y han encontrando que el metabolismo para
isopropanol, acetona, metanol y cloruro de metileno es muy similar. Este resultado
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contrasta con las observaciones empiricas; debido a lo anterior, es necesario conocer més a
fondo las vias metabélicas involucradas en la oxidacién biolégica de contaminantes para
poder desarrollar un proceso de biotratamiento mas eficiente.

§ 1.6.2 Material de empaque

Para una eficiente operacion de los biofiltros, el material de empaque debe de cumplir con
algunos requerimientos. En primer lugar, debe proporcionar condiciones ambientales
Optimas para la poblacién microbiana residente, esto permitirA mantener altas tasas de
degradacién. En segundo término, el tamafio de particula y la estructura porosa deben
proporcionar grandes superficies reactivas y bajas caidas de presién (Salemink, 1990).
Tercero, la compactacién debe ser minima, para reducir asi la necesidad del reemplazo y
mantenimiento del material filtrante.

Otro tipo de recomendaciones para la operacién de estos equipos son las siguientes:
temperaturas cercanas a 30 °C, porcentajes de humedad del material de empaque alrededor
del 50 % y rangos de pH entre 6 y 8 (Jol y Dragt, 1988).

En general, la caracteristica mas importante de los biofiltros es la composicién del material
de empaque, ya que el resultado de esa composicién es un rico medio filtrante, en el cual
una alta c oncentracién d e microorganismos v ivos garantizan un m dximo d e bioactividad
(Bureau y Bijl, 1986; Cardenas-Gonzéles y col., 1999).

Se han utilizado una gran cantidad de materiales de empaque, tales como la corteza, la
composta, la turba y el suelo. Estos han resultado efectivos para diferentes contaminantes
especificos y efluentes gaseosos (Hodge y col., 1991; Williams y Miller, 1992; Bohn,
1993).

Los materiales de empaque naturales, tales como la composta, requieren usualmente la
adicién de materiales inertes para prevenir la compactacién, la cual puede crear una mala
distribucion del flujo. Ottengraf y col. (1986), recomiendan la adicién de esferas de
poliestireno para reducir las pérdidas de porosidad y prevenir el deterioro del lecho.
Williams y Miller (1992), observan que el 60% en peso de las particulas en el filtro deben
tener un diametro efectivo mayor a 4 mm.

El material de empaque mas utilizado es la composta (Ottengraf y Disks, 1990), lo anterior
se corrobora varios afios después ya que Corsi y Seed (1995) resaltan que el material de
empaque que hasta el momento llena mejor los requerimientos para la degradacién de BTX.
es la composta. Ademas se ha visto que dependiendo del tipo de composta, en algunas
ocasiones ésta puede proporcionar los nutrientes inorganicos para el desarrollo de los
microorganismos. Aunque, en general, la adicién de nutrientes (sales minerales) es
necesaria. Un ejemplo es el reportado por Morales y col. (1998) y Acuiia y col. (1999).
Ambos autores demostraron que la adicién de nutrientes al material filtrante favorece
significativamente la degradacién de tolueno. La turba se forma como resultado de la
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§ 1.7 JUSTIFICACION

La produccién y utilizacién de nuevos compuestos ha crecido con el fin de satisfacer varias
necesidades. Algunos de los compuestos cuyo uso se ha incrementado, entre muchos otros,
los solventes. Por esta razon, es necesario estudiar sistemas mediante los cuales se pueda
tratar biolégicamente a este tipo de compuestos. En e studios previos, se ha visto que la
biofiltracién es una de las mejores alternativas a seguir.

Si bien la biofiltracién ha sido principalmente estudiada en Europa y més recientemente en
los E stados U nidos, a ctualmente en M éxico se e stan realizando d iversos e studios con la
finalidad de comprender los aspectos bésicos para su desarrollo en una mayor escala y su
posterior aplicacién a nivel industrial. A lo anterior se puede afiadir que el proceso presenta
ventajas econdmicas respecto a otras técnicas, que el estudiar y desarrollar estos sistemas
desde un nivel basico ofrecen un trabajo de investigacion de gran interés para la aplicacién
de sistemas de purificacion bioldgica, con la posibilidad de tener contribuciones desde la
comprension del fendmeno hasta la implementacién de estos sistemas.

Es por esto que en el presente trabajo se propone caracterizar un material de empaque, asi
como la obtencién de los microorganismos capaces de degradar acetato de etilo,
isopropanol y tolueno. Estos compuestos fueron seleccionados debido a que representan
tres distintos grupos de compuestos quimicos (aldehidos, alcoholes y aromaticos)
respectivamente y representan en gran medida a los COVs.

Ya que el material de empaque es uno de los principales factores que afectan el desempefio
de los biofiltros, el estudio y caracterizacion de este es de interés para entender y mejorar la
operacion de los biofiltros.

Por otro lado, los microorganismos son una parte fundamental en el proceso de
biofiltracién. Por esta razén es necesario el estudio microbiolégico con la finalidad de
comprender los fenémenos a nivel laboratorio para posteriormente tratar de aplicarlos en
una escala mayor, qué podria estar representado por un biofiltro a nivel planta piloto o
escala industrial.
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§ 1.8 OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es profundizar en el conocimiento de la biofiltracion,
enfocandonos en dos aspectos fundamentales:

» La caracterizacion fisica y microbiolégica del material de empaque seleccionado: en
este caso de la turba.

» Obtener y caracterizar un consorcio microbiano que sea capaz de degradar acetato de
etilo (Ace), isopropanol (Iso) y tolueno (Tol).

§ 1.8.1 OBJETIVOS PARTICULARES
» Realizar estudios fisicos sobre el soporte incluyendo: retencién de humedad, caida de
presién, pH, isotermas de adsorcién y desorcién.

» Realizar estudios biolégicos sobre el soporte: microflora nativa, inhibidores de
crecimiento, composicién, etc.

» Obtener parametros cinéticos para cada una de las fuentes de carbono utilizadas.

> Aislar e identificar los microorganismos que conforman el consorcio microbiano.
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§ I1 MARCO EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental se realizé en tres partes. La primera estuvo enfocada al estudio
fisico-microbioldgico del material de empaque. La segunda a la obtenciéon de indculos asi
como al estudio de los parametros cinéticos de la degradacion del acetato de etilo,
isopropanol y tolueno c omo tnicas fuentes de c arbono y energia con cultivos mixtos en
medio liquido. La tercera se centr6 en el aislamiento, identificacion y preservacion de los
microorganismos aislados.

ESTUDIO FISICO-MICROBIOLOGICO DEL MATERIAL DE EMPAQUE

Esta etapa corresponde al analisis de los parametros fisicos y microbioldgicos de la turba;
material de empaque seleccionado para este estudio.

§ 2.1 Estudio de la humedad de equilibrio

El primer parametro que se determind fue la humedad. Los experimentos se realizaron
utilizando turba a diferentes humedades iniciales, las muestras se colocaron en columnas de
vidrio de 3 cm de didmetro y 18 cm de altura. Estas, a su vez se mantuvieron dentro de una
camara (Fig. 2.1) durante 72 horas con la finalidad de determinar la humedad de equilibrio.

Las columnas en la parte inferior tenian una malla de plastico, la cual evito la caida de la
muestra y en la parte superior se colocd un tapén para evitar la pérdida de agua y asi
mantener un equilibrio del medio poroso (soporte mas agua). Los perfiles de humedad se
determinaron a lo largo de la columna a tres diferentes alturas cada una a 6 cm de distancia.

Turba

Columnas
de

vidrio

I Camara
MRS e (R R R de
T B 'Agua ; T acrilico

Fig. 2.1 Sistema experimental para determinar la humedad de equilibrio de la turba.

La humedad se cuantificé por diferencia de peso, para lo cual fue pesada una muestra de
turba con una humedad inicial, y después se sec6 a 90 °C durante 48 horas para determinar
el peso de la muestra seca, la humedad se calculé mediante la siguiente relacion:
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MH
% Humedad e = ( —£J *100

M Total

donde: M H;O es el peso del agua en gramos.
M Total es el peso del agua mas el peso del soporte seco en gramos.

§ 2.2 Estudio de la actividad de agua

Otro parametro que se determiné debido a su gran impacto sobre el metabolismo de los
microorganismos fue la actividad de agua (ay). La fuerza con la que el agua es retenida en
un soporte se caracteriza por la disminucién en la presion de vapor ejercida por el agua
contenida en el soporte, con relacién a la presién de vapor saturado del agua pura a la
misma temperatura. La relacién entre estas dos magnitudes, es la actividad de agua
contenida en el soporte.

a, =(£) W B |
PO

ay es la actividad del agua
P es la presion de vapor de agua en equilibrio con el soporte
P, es la presion de vapor de saturacién del agua pura a la misma temperatura.

La relacién g afectada por el factor 100, es igual a la humedad relativa de la atmésfera
0

en equilibrio con el soporte es decir:

(;J*lOO:I{RE % |

0

HRE, es la humedad relativa de equilibrio.

Las variaciones de ay, con el contenido de agua, se representan en las curvas denominadas
isotermas de adsorcién o desorcién.

Las determinaciones de a,, se realizaron en el Aqua Lab CX-2 (fig. 2.2), el cual determina
la presién de vapor de la muestra y la divide entre la presién de vapor del agua pura a la

misma temperatura. Para lo cual se tomaron 10 g de turba seca y se les agregé agua
destilada hasta alcanzar la humedad deseada.
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Figura 2.2 Equipo para medir la a,, Aqua Lab CX-2

A la muestra homogeneizada, se le determiné la a,, una vez realizada la lectura, la muestra
se introdujo en una incubadora a 30 °C durante 5 minutos y se registré el peso, para
posteriormente realizar otra determinacién de a,,. Esta metodologia se repitié hasta que el

valor de a,, se mantuvo constante. El registro del peso permitié conocer en todo momento el
porcentaje de humedad de la muestra.

En el caso de las isotermas de adsorcién se prepararon diversas muestras con el porcentaje
de humedad inicial deseado y se determiné la a,,.. La humedad real se evalu6 a través de una
termobalanza para evitar el error entre la humedad tedrica y la experimental.

§ 2.3 Estudio de la caida de presion

El sistema experimental utilizado en esta etapa se conformé con 6 médulos de 15 cm de
alto y 4 cm de didmetro interno. El sistema experimental se puede apreciar en la fig. 2.3.

Durante el experimento, la humedad de la turba fue del 65 % y se modifico la velocidad
superficial del gas y la densidad de empaque. El equipo se conecté a un manémetro de agua
(tubo en U), con el que se registré el comportamiento de la caida de presién que ejerce el
material de empaque al paso del aire alimentado por la parte inferior del sistema.
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Fig. 2.3 Sistema experimental para determinar la caida de presién.

§ 2.4 Determinacion de pH

Para determinar el pH de la muestra, se tomé 1 gramo de turba al que se le agregaron 25 mL
de agua destilada (Kaurichev, 1984); ambos se agitaron durante 15 minutos con un agitador
magnético y una parrilla de agitacién Termolyne, modelo Nuova II. La lectura de pH se
realizé mediante un potenciémetro conductronic, modelo pH 20.

§ 2.5 Cuantificacién de cenizas

Para esta prueba se emplearon crisoles previamente tarados, en los cuales se colocaron entre

1 y 2 gramos de turba. La calcinacién se realizé durante 6 horas a 550 °C, empleando una
mufla tipo caja marca Lindberg modelo 51844. Una vez fria, la mufla, los crisoles se
colocaron en un desecador y se pesé la muestra calcinada. El porcentaje de cenizas de la
muestra se calculé mediante la siguiente expresion:

.24

Gramos de materia mineral _ (PB - Pl )( 1 00)

Gramos de materiaseca  \ P2 - Pl ﬁ

Donde:

Py = Peso del crisol tarado

P =P + peso de la muestra himeda en gramos.
P3 =P + P; después de la calcinacion.

§ 2.6 Contenido de materia organica
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La cuantificacién de materia organica se realiz6 por triplicado, mediante el método de
Walkley y Black (Manual de operacién de laboratorio. Planta industrializadora de desechos
solidos, 1986). La metodologia de la técnica se puede consultar en el anexo A.

§ 2.7 Determinacion del contenido de nitrégeno

La determinacién del contenido de nitrégeno en la turba se realizé a través del método de
Kjeldahl, que se basa en la oxidacién de la materia orgénica con 4cido sulfiirico (Olmos,
1989). La metodologia de la técnica se puede consultar en el anexo B.

§ 2.8 Fraccion mineral de la turba
§ 2.8.1 Determinacion de fésforo

El método utilizado para este anélisis fue el de Bray y Kurtz (Yégodin, 1982), esta técnica
emplea una combinacién de acido clorhidrico y fluoruro de amonio (NH,F) con el objeto de
separar facilmente las formas de fosforo solubles en medio 4cido, y asi conocer las
concentraciones de fosforo disponibles. La descripcién completa del método se encuentra
descrita en el anexo C.

§ 2.8.2 Estudio del contenido de potasio

El metodo utilizado para la determinacién de potasio fue el de fotometria de flama
(Kaurichev, 1984), determinando el potasio de intercambio mediante acetato de amonio 1N.
Dicho método es el mas empleado y permite cuantificar una concentracién minima de
potasio de 0.5 mg/L. La descripcién del método se encuentra descrita en el anexo D.

§ 2.8.3 Determinacion de la fraccion mineral de la turba mediante absorcién atémica

Para la digestion de minerales, se tomaron 0.2 g de turba (previamente colocados en mufla
durante 2 horas a 100 °C) a los cuales se les agregaron 2 mL de agua desionizada, 3 mL de
acido nitrico, 3 mL de 4cido clorhidrico y 6 mL de 4cido fluorhidrico. Esta mezcla se vertié
en vasos de teflén, posteriormente se puso el tubo de ventilacion y se colocaron en la rejilla
dentro del digestor de microondas CEM.

Durante el primer segmento de programacién se llevo al 90% durante 10 min segundo
segmento 70 % por 5 minutos y el tercer segmento 80 % por 5 minutos, verificando que no
se presurice el sistema, ya que al aumentar la presién hay pérdida de muestra. Este paso se
realizé por duplicado.

28



Marco experimental. Estudio fisico-microbioldgico del material de empagque.

Las muestras se dejaron enfriar, para poder adicionar a cada una 10 mL de 4cido bérico al
5% y un mL de acido fluorhidrico, a fin de realizar una segunda digestién. Terminado este
paso, se dej6 enfriar a temperatura ambiente y la muestra se aforé a 25 mL con agua
desionizada, que ademés contiene 2000 ppm de cesio, a partir de cloruro de cesio.

Partiendo de este aforado se procedi6 a realizar las lecturas en un espectro de absorcion
atomica Varian, modelo AA 20, el cual estd equipado con un detector de ionizacién de
flama y lamparas de cétodo hueco para cada caso. Dependiendo de los metales a analizar, se
emplea una relacién de flama 6xido nitroso / acetileno o aire / acetileno.
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ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA TURBA

Las metodologias mostradas en esta seccién, estin encaminadas a describir las diferentes
técnicas empleadas para el anélisis de la microflora que posee la turba, asi como el estudio
respecto a la presencia de inhibidores de crecimiento en la misma.

§ 2.9 Determinacién de la microflora del material de empaque

Los experimentos se realizaron con el fin de cuantificar el niimero de microorganismos que
conforman la microflora natural de la turba; posteriormente, se determino si estos eran
capaces de desarrollarse en presencia de acetato de etilo, isopropanol y tolueno.

Para el primer caso, se emplearon cajas de petri con los siguientes medios: agar nutritivo,
agar-medio mineral (seccion 2.11) y papa dextrosa agar (PDA). Las cajas se inocularon con
0.01 g de turba y otras por la técnica de plaqueado con 0.1 mL de extracto de turba. Cada
experimento se realizé por triplicado.

Para determinar el nlimero de microorganismos, las cajas se incubaron a 35 ©C. El niimero
de colonias fue cuantificado después de 48 horas de incubacién. Paralelamente se corrieron
controles que fueron cajas con inculos esterilizados.

En el caso donde se utilizaron solventes como fuentes de carbono, se empleé la misma
metodologia, sélo que la incubacién se realizé en desecadores a temperatura ambiente (fig.
2.6). En el fondo de los mismos (uno para cada compuesto) se colocé una porcién de
carbon activado, en la cual se verti6 el solvente en estudio.

§ 2.10 Estudio de la existencia de inhibidores de crecimiento en la turba

Este estudio se realizé con la finalidad de evaluar la presencia de sustancias que puedan
inhibir el crecimiento evaluado cuantitativa y cualitativamente el desarrollo de
microorganismos especificos sobre la turba con medio mineral en presencia de las distintas
fuentes de carbono.

Para tal efecto, se utilizaron 100 mL de los siguientes medios: medio mineral (MM) y
extracto de turba (ET) (el extracto de turba es el filtrado de 1 g de turba seca con 25 mL de
agua). Los distintos medios fueron vaciados en matraces Erlenmeyer de 250 mL y se
esterilizaron. A estos se les inoculé con 10 mL de inéculo previamente adaptado
(microorganismo crecidos con la fuente de carbono especifica) a cada matraz y
posteriormente se adicioné el solvente de interés (0.2 mL solvente / matraz).

El pH fue medido durante el experimento. La biomasa desarrollada se cuantificé midiendo
la cantidad de proteina por el método de Lowry (anexo E). Finalmente, se realizaron
tinciones de Gram y azul de metileno para un analisis cualitativo.

Los controles empleados fueron matraces con medio mineral inoculados y con la fuente de
carbono deseada.
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ESTUDIO DE LAS MICROCINETICAS

§ 2.11 Medio de cultivo

El medio de cultivo empleado a lo largo de este estudio es de tipo mineral a sido utilizado
con anterioridad por Claus y Walker, (1964) y Ottengraf, (1987) entre otros investigadores.
Los resultados reportados hasta el momento con la utilizacién de este medio de cultivo se
pueden catalogar como satisfactorios.

§ 2.11.1 Composicioén

La composicion del medio de cultivo empleado a lo largo de este proyecto es la siguiente en

g/L:

K2HPOy4 0.8
KH7PO4 0.2
CaSOy4 2H,0 0.05
MgS04 7Hy0 0.5
(NH4)2504 1.0
FeSO4 7Ho0 0.01

Para los experimentos realizados con medio s6lido se empleé el medio arriba descrito
adicionandole 15 g/L de agar noble marca Difco. Otros medios empleados fueron: agar
nutritivo y papa dextrosa agar (PDA).

Todos los medios se esterilizaron en autoclave a 120 OC y 15 psi de presién, durante 15
minutos.
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§ 2.12 Inéculo

El consorcio microbiano y los cultivos puros se obtuvieron de un producto comercial de
nombre PHENOBAC.

PHENOBAC es una mezcla de microorganismos deshidratados que provienen de plantas de
tratamiento de aguas residuales. La biomasa contenida en PHENOBAC, es capaz de
degradar eficientemente compuestos tales como fenoles, benceno, hidrocarburos aromaticos
y alifaticos, cresoles, nitrilos, alcoholes, glicoles, formaldehido, gasolina, queroseno etc.

En general, estos polvos han sido utilizados en el tratamiento de descargas contaminadas
con hidrocarburos teniendo buen éxito (Polybac Corporation, 1988).

§ 2.12.1 Reactivacion

Para la reactivacion de los microorganismos se suspendié un gramo de PHENOBAC en 10
partes iguales de agua libre de cloro y se agité durante dos horas a temperatura ambiente.

Posteriormente, la mezcla fue filtrada para eliminar el exceso de solidos. Esta suspension se
emple6 como inéculo directamente en el sistema de tratamiento (Polybac Corporation,
1988).

§ 2.12.2 Adaptacion del inéculo

Este experimento se realizé en un reactor LKB, de 5 L de capacidad, con un volumen de
operacién de 3.5 L, esquematizado en la figura 2.4,

El sistema se alimenté mediante una bomba de jeringa modelo 341A, Orion Reserch Inc. La
alimentacion estuvo compuesta por una mezcla de solventes: acetato de etilo, isopropanol y
tolueno en una relacién 3:3:1 (v/v) el flujo de alimentacién se increment6 de forma gradual
desde 0.51 hasta 1.67 mL/h. El sistema se mantuvo a temperatura ambiente, con una
agitacion de 200 rpm y una aireacién de 0.15 vvm. El pH se mantuvo constante en un valor
cercano a 7 mediante una mezcla de KOH y NaOH 0.3 M; dicha mezcla se adicion6
mediante una bomba peristiltica conectada en linea al sistema. En esta etapa, las
condiciones de trabajo fueron no estériles. La evolucion de la biomasa se realizd
observando la evolucién de la densidad 6ptica.
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Fig. 2.4 Sistema experimental utilizado en la adaptacién y enriquecimiento del cultivo los
microorganismos. -

A. Control de agitacién. I. Agitador de 6 aspas. Q. Bombeas peristalticas.
B. Control de temperatura.  J. Bafles del reactor (4). R. Puerto de inyeccion
C. Control de pH. K. Puerto de muestreo. para el buffer

D. Control de espuma. L. Dispersor de aire. S. Bomba de jeringa.

E. Monitor de O5. M. Agitador rompe espuma de 4 aspas.

F. Encendido. N. Termopar.

G. Rotametro. 0. Sonda de pH

H. Reactor LKB de 4 L. P. Solucién buffer.
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§ 2.13 Estudios cinéticos

Los experimentos con las diferentes fuentes de carbono se realizaron en medio liquido,
empleando matraces Erlenmeyer de 125 mL (fig. 2.5). El volumen de operacién fue de 30
mL de liquido.

El in6culo empleado fue obtenido previamente y la metodologia se describe en la seccién

2.12.2. El medio de cultivo es de tipo mineral y su composicién es descrita en la seccién
2.11.1.

La relacion para la inoculacion fue del 10 % v/v (inéculo: medio de cultivo
respectivamente). 30 mL de esta suspensién se adicionaron a los matraces. Toda esta
manipulacion se realizé dentro de una campana de flujo laminar y bajo condiciones de
esterilidad.

Los matraces fueron cerrados utilizando valvulas mininert (VICIL, Prescision Sampling Inc.,
Baton Rouge LA), las cuales estan hechas de teflén para evitar los fenémenos de adsorcién
del solvente. Ademas, estas vélvulas cuentan con un septo para la toma de muestra.

La incubacién se llevé a cabo en un agitador rotatorio marca New Brunswick Scientific a
30 °C y con una agitacién de 200

Fig. 2.5 Sistema experimental empleado para cuantificar la degradacion del solvente.

Los solventes utilizados fueron acetato de etilo, isopropanol y tolueno, marca Baker, grado
reactivo. Las diferentes concentraciones que se utilizaron para cada experimento se
muestran en la tabla 2.1. L os e xperimentos s e realizaron por duplicado y fueron de tipo
destructivo, asi que para cada muestra se tomé un matraz y se retiré del experimento.

Tabla. 2.1 Concentraciones iniciales de solvente utilizado en los diferentes experimentos
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Acetato de etilo (mg/Ly;,) Isopropanol (mg/Liiq) Tolueno (mg/L;;)
63.21 51.4 31.1
115.9 104.0 66.3
225.6 158.0 101.1
449.3 206.7 133.1
671.0 393.0 158.56
879.3 513.8 234.9
1473.0 770.6 304.4

§ 2.13.1 Cuantificacién del solvente

La fase gaseosa de los microcosmos se analizé con un cromatégrafo Hewlett Packard
modelo 5890 serie II, equipado con una columna capilar HP-I (Methyl Silicone Gum)
Instrument test. 5 m x 0.53 mm x 2.65 mm conectadaa un detector de flama (FID). El
volumen de muestra inyectando fue de 100 pl

Las condiciones de operacién fueron: temperatura de inyector y detector 210 °C, mientras
que en la columna la temperatura fue de 120 °C.

El flujo de gas acarreador (N7) en la columna fue de 1.5 mL/min, bajo estas condiciones el
tiempo de retencién para el acetato de etilo fue de 1.9 min; 1.5 min para el isopropanol y
2.8 min para el tolueno. Los solventes empleados en las curvas patrén fueron grado HPLC
de la marca Aldrich.

§ 2.13.2 Determinacion del crecimiento microbiano

La cantidad de biomasa se realizé mediante la cuantificacién de proteina, utilizando el
meétodo de Lowry y col. (1951) ver anexo E.

§ 2.13.3 Determinacién de las cantidades de O, y CO,

Las determinaciones de las concentraciones de O, y CO, se realizaron de manera
simultinea, empleando la misma muestra. Este analisis se realiz6 mediante cromatografia
de gases. El equipo utilizado fue un cromatégrafo Gow Mac serie 550 equipado con una
columna concéntrica CTR1 (AlLech, USA) para gases permanentes conectada a un detector
de conductividad térmica.

Las condiciones de operacion fueron fijadas de la siguiente manera: 50 °C para el inyector y
y 50 °C para el detector, mientras que la columna se mantuvo a 30 °C. El gas acarreador
utilizado fue helio, con un flujo de 60 mL/min. El volumen de muestra inyectado fue de 100

pl.
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Las areas obtenidas m ediante e i ntegrador, son relacionadas con las siguientes formulas
para encontrar los porcentajes de CO, y 0.

%0, _:[AreaO2 )( 79.1 J a5

AreaN, )\ 0.9953
*
%CO, = AreaCO, | AreaN, zf?reaO2 )(70.4735) 26
AreaN, Area aire
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS

§ 2.14 Aislamiento

Para alcanzar este objetivo se utilizaron cajas de petri con medio mineral, el cual se
describi6 en la seccion 2.11.1. La técnica implementada para el desarrollo de los
microorganismos sobre medio sélido, consistié en utilizar desecadores marca Pyrex como
recipientes para garantizar una atmoésfera saturada del solvente que se utilizé como fuente
de carbono.

En el fondo del desecador se colocé una caja de petri con carbén activado impregnado de
solvente, de esta manera la liberacion del compuesto es de forma gradual. Las cajas ya
inoculadas, se colocaron dentro del desecador correspondiente (se utilizé un desecador para
cada compuesto). La incubacién se realizé a temperatura ambiente. El sistema experimental
se observa en la figura 2.6

TR iy

RS-

Fig. 2.6 Fotografia del sistema de atmésfera saturada, utilizado en el aislamiento de
microorganismos.

Una vez crecidos los microorganismos, el aislamiento de cada una de las colonias
encontradas se realizé mediante la técnica de estria cruzada (Aaronson, 1970).

Los microorganismos aislados fueron cultivados individualmente y posteriormente

transferidos a otras placas a fin de obtener cultivos puros para ser estudiados en medios
diferenciales y asi realizar las pruebas bioquimicas necesarias para su identificacién.
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§ 2.15 Identificacion

La identificacién de los microorganismos se realizé en tres etapas, la primera consistié en
un analisis de morfologia colonial; dicho estudio se llevé a cabo mediante el examen visual
del desarrollo de los microorganismos en la superficie de las placas de agar.

Durante el examen, las placas se inclinaron en distintas direcciones con iluminacién
brillante directa, de modo que la luz se reflejara desde diversos angulos. Los resultados de
este analisis fueron registrados en la ficha de identificacién que se describe en el anexo F.

Las otras dos etapas fueron de pruebas primarias y secundarias, descritas en las secciones
2.15.1 y 2.15.2, respectivamente.

§ 2.15.1 Pruebas primarias

La segunda parte de la identificacién, consistié en realizar las pruebas primarias descritas
por Koneman y col. (1989) y Mac F addin ( 1990). C ontemplan m orfologia m icroscépica
(tincion de Gram; anexo G), prueba de KOH, citocromo oxidasa, catalasa, glucosa
(produccion de acido) y O/F. Estas pruebas se describen a continuacién.

§ 2.15.11 Morfologia microscépica

Para realizar la caracterizacién de los microorganismos es necesario empezar con el
procedimiento de coloracién, el cual pone de manifiesto las diferencias entre las células.
Esta diferenciacién, se realizé6 mediante la técnica de tincién de gram. La metodologia se
describe en el anexo II.

§ 2.15.12 Prueba de KOH

Esta prueba permite comprobar los resultados obtenidos con la tincién de Gram. Para
llevarla a cabo, se coloc6 una gota de KOH al 30% sobre un portaobjeto limpio y con un
asa estéril se tomé una muestra de una colonia aislada, para formar una emulsién sobre la
gota de KOH; posteriormente el asa se levanté verticalmente, a fin de observar si hay
formacién de hilos. Si estos se presentan, entonces el microorganismo es Gram negativo; de
no ser asi, el microorganismo es Gram positivo.
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§ 2.15.13 Citocromo oxidasa

Para este andlisis, se empled la tira comercial Bactident Oxidase 13300 de Diagnostica
Merck, utilizada para el diagnéstico in vitro de microorganismos. Dichas tiras contienen, en
la parte inferior, una pelicula de reactivo color rosa. Para la prueba se empled un palillo
aplicador, con el cual se tomé una muestra de células del centro de una colonia aislada y se
aplico en la zona de papel donde se hallaba el reactivo, si hay un cambio de coloracién en el
reactivo, de rosa a azul intenso, la prueba se interpreta como positiva.

§ 2.15.14 Catalasa

Mediante una aguja de puncién o un palillo aplicador, se transfirieron células del centro de
una colonia aislada a la superficie de un portaobjeto. Para posteriormente agregar 1 6 2
gotas de peroxido de hidrégeno directamente sobre la muestra. Una répida efervescencia
indica produccién de oxigeno gaseoso, lo cual se interpreta como una prueba positiva
(Koneman y col., 1989).

§ 2.15.15 Prueba de glucosa (oxidacién-fermentacion)

La determinacion de la reaccion oxidacion-fermentacién (OF) en el laboratorio, ayuda a la
identificacion de bacterias aerdbicas. Para esta prueba se requieren dos tubos, los cuales
fueron inoculados con el microorganismo mediante una aguja de puncién que atravesara el
medio hasta llegar casi al fondo del tubo.

Un tubo de cada par se cubre con una capa de 1 cm de aceite mineral estéril, mientras el
otro tubo se deja abierto al aire. La incubacién se realiz6 a 35 °C durante 48 horas. La
interpretacion se realizé comparando los resultados con los de la tabla 2.3 del anexo H.

§ 2.15.2 Pruebas secundarias

La tercera etapa para la identificacién consiste en una serie de pruebas bioquimicas,
también conocidas como pruebas secundarias. Los microorganismos aislados primeramente
son inoculados en agar de Mac Conkey; en caso de que algin microorganismo sea Mac
Conkey negativo, se cultiva en agar nutritivo.

Para la evaluaciéon del metabolismo microbiano, se utilizo la serie de pruebas bioquimicas
del sistema comercial API 20E de Merck. La introduccion de sistemas comerciales de
identificacion microbiana, ha permitido que las pruebas bioquimicas de caracterizacion se
puedan llevar a cabo facilmente y con un alto grado de confiabilidad (Koneman y col.,
1989).

39




Marce experimental. Aislamiento y caracterizacién de microorganismos.

Este sistema consta de una tira plastica con 20 minitiibulos que contienen substratos
deshidratados y una camara de incubaci6n con tapa no hermética. En la parte superior de
cada tibulo hay un pequefio orificio a través del cual se puede inocular la suspensién
bacteriana con una pipeta. Los resultados de las pruebas se registran en las papeletas del
sistema API 20E (fig. 2.7), los valores de cada grupo de pruebas se suman y con estos
valores se genera un codigo que posteriormente es el que permite la identificacién del
microorganismo en estudio.

§ 2.15.21 Movilidad

La movilidad bacteriana es otra caracteristica importante en la identificacién final de una
especie. Los medios empleados para detectar movilidad contienen concentraciones de agar
del 0.4 % o menos (Koneman y col, 1989).

El a gar semisélido es utilizado p ara b acilos fermentadores; 1a i noculacién se realiz6 por
puncién en los 4 mm superiores del medio, y se efectué una lectura inicial a las 6 horas.
Muchas cepas méviles de bacilos no fermentadores exhibieron tempranamente sélo una
tenue turbidez cerca de la superficie del agar, que tiende a desaparecer con incubacién
prolongada. Asimismo, las lecturas se efectuaron nuevamente a las 24 y 48 horas para
detectar cepas moviles de desarrollo lento.

§ 2.15.22 Deteccion de fermentadores de glucosa y lactosa en agar triple azicar
hierro

Para esta prueba, el agar se prepara en pico de flauta. La porcién inclinada, expuesta en toda
su superficie al oxigeno atmosférico, es aerobia; la porcién inferior, llamada "fondo o
profundidad" esté protegida del aire y es relativamente anaerobia. Al preparar los tubos es
importante que el pico y el fondo tengan la misma longitud, de aproximadamente 3 cm cada
una, a fin de conservar este efecto en las dos camaras.

El microorganismo en estudio, previamente aislado, fue tomado de una placa de agar
mediante un asa (bacteriologica) con la cual se atraveso la parte profunda del tubo. La linea
de siembra no se extendi6 a més de 3 6 5 mm del fondo del tubo, a fin de evitar la entrada
de aire en la parte profunda y una alteracién en el medio anaerobio. Tras retirar el asa del
fondo se estrié el pico con un movimiento hacia uno y otro lado. Los tubos inoculados se
colocaron en una incubadora a 37 °C de 18 a 24 horas.

Cada una de estas pruebas se realizé experimentalmente con los diversos microorganismos

aislados. Los resultados obtenidos en esta parte permiten establecer el grupo o género al
que corresponden los microorganismos en estudio.
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§ 2.16 Conservacion

La conservacion de las bacterias y en general de los microorganismos aislados en este
estudio, tiene como finalidad mantener viable por un largo periodo de tiempo al
microorganismo. Para lograrlo, se colocaron 0.5 g. de papel filtro previamente cortado en
cuadros de aproximadamente 0.7 mm o un gramo de vermiculita, en viales de vidrio de 25
mL con tapén de gasa y algodén. Este material fue esterilizado a 15 Ib/plg’ durante 15
minutos. Posteriormente, los viales fueron colocados en un desecador durante 24 horas.

El microorganismo que se desea conservar, se creci6 en caldo nutritivo y en medio mineral
con la composicién indicada anteriormente hasta que el crecimiento microbiano fue
abundante.

Posteriormente, se adiciono 1 mL de cada uno de estos medios por separado a cada vial y
fueron colocados en un desecador durante 7 dias. Transcurrido este tiempo, se cambiaron
los tapones de gasa por las tapas correspondientes para poder cerrar los viales
perfectamente. Los viales fueron conservados en refrigeracion o a temperatura ambiente.

Para reactivar al microorganismo, se tomaron algunos trozos de papel o vermiculita y se

colocaron en cultivo nutritivo, se incubaron hasta obtener crecimiento abundante y
posteriormente resembrarlos en medio mineral con la fuente de carbono que se desee.
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§ Il RESULTADOS Y DISCUSION

3.0 Caracterizacion fisicoquimica de la turba

Una de las variables mas importantes en los sistemas de biofiltracion es el material de
empaque, ya que éste es una matriz de soporte para los microorganismos y en algunos casos
proporciona nutrientes (van Lith y col, 1997). Para una méaxima remocién de
contaminantes, el material de empaque debe tener las siguientes caracteristicas:

1. Una alta capacidad de retencién de humedad para prevenir el secado

2. Alta porosidad para minimizar la caida de presioén y asegurar una buena distribucion del
gas

3. Disponibilidad de nutrientes para un adecuado crecimiento microbiano

4. Una poblaciéon microbiana diversa

Una gran variedad de materiales de empaque han sido estudiados (Williams y Miller 1992;
Hodge y Devinny, 1994; Bohn, 1993; Cardenas-Gonzilez y col., 1999). La composta, la
turba y el suelo son materiales ampliamente utilizados en procesos de biofiltracién (Corsi y
Seed, 1995; van Groenestijn y col., 1993).

La turba es un material de origen vegetal de propiedades fisicas y quimicas variables, que
dependen de su origen y se clasifica en dos grupos: turbas rubia y negra. La rubia tiene un
mayor contenido en materia organica y estda menos descompuesta; la turba negra se
encuentra mas mineralizada, por lo que tiene un menor contenido en materia orgénica.

Las turbas rubias tienen un buen nivel de retencién de agua y de aireacién, pero son
variables en cuanto a su composicién y presentan un pH que oscila entre 3,5 y 8.5.
(Fernandez y col., 1998). Debido a la variabilidad d e e ste material, s e hace necesaria la
caracterizacion del mismo.

§ 3.1 Humedad de equilibrio

La humedad del material filtrante es importante para el mantenimiento de un adecuado
funcionamiento de los biofiltros, ya que los microorganismos necesitan agua para mantener
su actividad metabélica. Los resultados obtenidos demuestran que la humedad de la turba
fresca es del 13% = 1.2 (base hiimeda). Este valor, debe ser considerado al momento de
determinar la humedad de equilibrio del material de empaque.

Después de varios experimentos en donde se probaron diferentes humedades iniciales, se
determin6 que la turba es capaz de absorber agua hasta en un 65 % de humedad, sin

presentar fendmenos de drenaje macroscopico.

En estos experimentos el método utilizado permitié alcanzar un equilibrio termodinamico
entre el soporte y el medio ambiente, ya que el mantener una atmésfera saturada de agua
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garantiza que la humedad determinada no presente interferencias por secado. El
comportamiento de los perfiles axiales de humedad dentro del reactor a diferentes Hi, se
observa en la figura 3.1

20 s
| © Hi=65%
© Hi=68%
. Hi=T72%
| Hi=80%

Altura de la columna (cm)
= &
T LEn)

L8]
1T

60 65 70 75 80 85
% de humedad (base humeda)

Figura 3.1 Perfiles axiales de humedad para la turba, en un tiempo de 3 dias.

Los gradientes de humedad se observaron por encima del 65%; asi para una Hi del 68%
tenemos un gradiente del 2% y para una Hi del 75% el gradiente es de alrededor del 5%
respecto a su Hi. De esta manera, con una humedad del 65% llegamos al punto de equilibrio
entre la fuerza de retencién (capilaridad + adsorcién) y la fuerza de gravedad.

El hecho de que la humedad de equilibrio se encuentre en un valor del 65% hace que el
material resulte interesante como soporte en procesos de biofiltracién, ya que se ha
reportado que la humedad tipica de operacién de los biofiltros esta alrededor del 50% en
peso (Muller 1988; Devinny y col., 1999). También se ha reportado que el contenido
minimo de humedad es de alrededor de un 30% como lo demuestran los estudios de Sabo y
col. (1993), y de Weckhuysen y col. (1993) para el control de compuestos volatiles y para la
biofiltracién de butanol, en un reactor empacado con cortezas, respectivamente. Una
humedad baja puede impedir la transferencia de masa en el biofiltro e inhibir el
metabolismo y crecimiento de los microorganismos. Por otro lado, una humedad excesiva
puede provocar la compactacién del material de empaque y como consecuencia
taponamiento del sistema, lo anterior genera la formacién de zonas anaerobias (Corsi y
Seed., 1995).
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§ 3.2 Estudio de la actividad de agua (ay)

El agua juega un papel importante en la degradaciéon microbiana de contaminantes en los
biofiltros. El contenido de agua es un indice indirecto de su disponibilidad debido a que
mucha del agua en un biofiltro esta ligada a las particulas del material de empaque; y es ahi
donde suele estar disponible para los microorganismos. La relacion de la disponibilidad del
agua con el contenido de humedad depende del tamaiio y la forma de las particulas y la
composicion del soporte, organico e inorganico.

La disponibilidad de agua se puede expresar, mediante la actividad de agua (a,) o el
potencial de agua, pero éste ultimo es mucho mas dificil de medir que la a,. Actividades de
agua entre 0.97 a 0.999, promueven altas velocidades de degradacién microbiana en
biofiltros, la disponibilidad de agua decrece cuando el contenido de humedad disminuye, de
esta forma mantener 1a humedad en el empaque del biofiltro resulta importante (Bohn y
Bohn, 1999). Los requerimientos de agua de cada microorganismo estan definidos en
términos de la minima a,, con la que pueden crecer, diversas especies de bacterias gram
negativas (pseudomonas) han mostrado altas capacidades metabdlicas en un rango entre
0.97 y 0.995 (Bohn y Bohn, 1999), mientras que algunos hongos y levaduras pueden
desarrollarse con valores de a,, menores, entre 0.83 y 0.87 aunque creciendo a muy bajas
tasas (Pitt y Christian, 1968).

Los resultados obtenidos al realizar las isotermas adsorcién y desorcion, demuestran que no
existen fendmenos de histéresis, ya que la evolucién de los datos experimentales en ambas
isotermas son muy parecidos (figura 3.2). Ambas isotermas muestran un comportamiento
tipico para materiales con un alto contenido de agua (Jeannin y col., 1986). En dicho
comportamiento se pueden apreciar dos zonas que estan directamente relacionadas con el
tipo de agua del material (figura3.2): la zona A que se refiere a agua combinada y la zona B
que se refiere al agua libre. El punto que diferencia a estas dos zonas, también es conocido
como punto de quiebre o equilibrio.

El comportamiento de estas isotermas puede ser descrito mediante la ecuacién de
Langmuir, la cual permite determinar la cantidad de agua adsorbida por el material de
empaque, mediante la siguiente expresion:

. - X _ Kp
" k+kp 1+Kp
Donde:
ay es la actividad de agua
P es la relacion de gramos de agua por gramo de soporte seco.

3.1

K= ki y es la constante de equilibrio de adsorcion.
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Figura 3.2 comparacién de las isotermas de adsorcién y desorcion.

Ajustando los datos al modelo de Langmuir. Para la isoterma de adsorcién tenemos que el
punto de equilibrio, esta dado para cuando la relacién (g de agua/g turba) es igual a 0.63, la
cual corresponde un 39% de humedad y un valor de a,, igual a 0.987. Mientras que en el
caso de la isoterma de desorcién para la misma relacién (g de agua/g turba) el valor de a,, es
de 0.97.

Los resultados demuestran que el equilibrio mas importante a considerar es el de la
isoterma de desorci6n, sobre todo por los fenémenos de secado que pudiesen presentarse
dentro del reactor durante su operacién, por lo que no se recomienda que un biofiltro opere
a humedades menores al 40 %. De esta manera un biofiltro con turba como material de
empaque, por arriba de un 40% de humedad, puede garantizar una a,, que permita un
crecimiento bacteriano adecuado y como consecuencia tener altas tasas de remocién.

De manera anéloga, se realizé una isoterma complementaria, empleando medio mineral en
vez de agua y con CaCO; como agente neutralizante, el comportamiento de la isoterma es
muy similar al encontrado cuando se utiliza inicamente agua como se aprecia en la figura
3.3
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Figura 3.3 Isoterma de adsorcién, utilizando MM y CaCO;

Los resultados muestran que las sales minerales que se encuentran en el medio de cultivo
asi como el carbonato de calcio no afectan la disponibilidad de agua en este soporte.

§ 3.3 pH del material filtrante

El efecto del pH y la temperatura en un biofiltro son anélogos, ya que cada especie de
microorganismos se desarrolla adecuadamente en un cierto rango de pH y pueden inhibirse
si no se encuentra dentro de dicho rango. Algunas especies prefieren valores de pH altos y
otras bajos, pero las especies moderadas son mas comunes. Rapidos cambios en el pH son
peligrosos para algunas especies. Algunos biofiltros han sido disefiados para operar a un pH
cercano a 7 y éste es generalmente aceptado como una condicién inicial (Devinny y col.,
1999).

La determinacién del pH del extracto acuoso de la turba nos condujo a que éste es de
carécter acido, con un valor de 3.7; la literatura sugiere que un buen funcionamiento del
biofiltro ocurre en un rango de pH para el material de empaque entre 6 y 8 (Muller, 1988;
Leson y Winer, 1991). Fue por esta razén que se decidi6 e mplear C aCOs, c omo a gente
neutralizante (Jol y Dragt, 1988; van Groenestijn y Hesselink, 1993).

El comportamiento del valor de pH de la turba como funcién del CaCO; se observa en la
figura 3.4; éste se increment6 conforme se adicioné CaCO; a la solucién. Encontrando que
para tener un valor de pH cercano a 7 se requieren 0.1 g de CaCOs/ g de turba seca. Con
este resultado 1a turba como material de empaque se encuentra dentro de los rangos de
condiciones de operacion apropiada de los sistemas de biofiltracién reportados en la
literatura.
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Figura 3.4 Comportamiento de pH de la turba como funcién de la adicién de CaCOs.

§ 3.4 Caida de presion

Caidas de presién (Ap) bajas en un biofiltro tienen como consecuencia menores costos de
operacién, ya que no se requiere tanta energia para hacer pasar el gas a través del lecho. La
Ap es un parametro que depende del: tamafio de particula, de la densidad de empaque, de la
porosidad del material, de la humedad del soporte, del tipo de material, (organico o
sintético) y de la velocidad superficial del aire que es alimentado al reactor. Al respecto,
diversos estudios se han realizado con la finalidad de obtener un material de empaque que
ofrezca una caida de presién minima (Baltzis y Shareefdeen, 1993).

El objetivo de este estudio, fue encontrar la Ap de la turba, a la humedad de equilibrio (65
%) como una funcién de la densidad de empaque y de la velocidad superficial del aire. Para
lo cual se tom6 como precedente lo reportado por Ottengraf y Van Den Oever (1983).

El comportamiento de los datos experimentales, se observa en la figura 3.5. Los resultados
muestran que con una densidad de empaque (D) igual a 0.24 g/cm3 y una velocidad de 20
cm/s, se obtiene una Ap de 80 mm H,O, tanto el valor maximo de Ap como la tendencia se
encuentran por debajo de lo reportado en la literatura. Por ésta razén se realizd otro
experimento variando de 0.24 a 0.29 g/cm3 la D, y los resultados obtenidos tienen un
comportamiento parecido a los previamente reportados, ambas tendencias se observan en la
figura 3.5:
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Figura 3.5 Comportamiento de Ap, como funcién de la velocidad superficial del gas.

Si consideramos que en experimentos de planta piloto la velocidad superficial del gas es de
1 a 15 cm/s (Ottengraf y Van De Oever, 1983), la Ap que corresponde a la maxima
velocidad es de 6 cm de agua, la cual es una caida de presién pequefia comparada con la
reportada por Garcia-Pefia, (2002) de 20 mm de H,O para un biofiltro fiingico con una
velocidad superficial de 0.65 cm/s y una densidad de empaque de 0.5. Los resultados
indican que la turba no ofrece una resistencia importante al paso del gas, lo cual implica un
ahorro de energia en la operacion del biofiltro.

§ 3.5 Composicion de la turba

Debido a que la turba es un producto de la descomposicién de diferentes tipos de
vegetacion y a que su composicion depende de su origen (Fernandez y col., 1998), el
analisis de su composicion es de gran importancia para su caracterizacion. Algunas de sus
caracteristicas han sido reportadas por Yéagodin (1982) y se presentan en la tabla 3.1.

Tabla 3.1 Caracteristicas de la turba reportadas por Yégodin (1982)

Turba de pH del % de % de % de % de % de % de
Turbera extracto | materia | cenizas | nitrégeno P,05 K,0 CaO
organica
Alta 30-45 | 95-98 2-5 0.7-1.5 | 0.05-1.15 0.05-1.10 | 0.2-0.4
Transitoria | 4.0-6.0 | 90-95 5-10 1.2-2.5 0.10-0.25 0.10-0.15 | 0.4-2.0
Baja 55-70 | 85-92 8-15 25-3.5 | 0.20-0.60 0.15-0.20 | 2.0-6.0
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§ 3.51 Porcentaje de materia organica y carbono

El contenido de materia organica se realizé utilizando la técnica descrita por Walkley-Black
(Manual de operacién de laboratorio, 1986 véase secciéon 2.6). Los experimentos se
realizaron por triplicado y después del andlisis se determiné que el contenido de materia
organica en la turba fue del 93.6% + 0.66. Los resultados muestran que el tipo de turba
estudiada pertenece a la turba de turbera transitoria, la cual tiene un contenido de materia
orgénica entre 92 y 95% (Yagodin, 1982). Para determinar el porcentaje de carbono se
utilizé la relacién propuesta por Jackson (1970).

% de Carbono = % de Materia organica * 0.58 vondoil

Asi, el porcentaje de carbono encontrado en la muestra de estudio fue de 54.3% + 0.38;
dicho resultado es muy similar al reportado por Martin y col. (1989), quien encontré que la
turba contiene 50% de carbono. Mas recientemente Mallakin y Ward (1996) utilizaron turba
como soporte en la degradacion de BTEX y reportan una composicion del 52% de carbono,
ambos resultados concuerdan con lo obtenido en el presente trabajo. El carbono en la turba
forma parte de compuestos orgénicos, tales como lignina, bitumen, brea, cera, y acidos
grasos, los cuales son muy resistentes a la descomposicién microbiana (Yégodin, 1982). Lo
anterior es importante, ya que estos compuestos hacen que la turba sea un material
recalcitrante o de dificil degradacién lo cual es adecuado para garantizar la estabilidad en
los biofiltros cuando ésta se utiliza como material de empaque.

§ 3.52 Nitrogeno

La importancia del nitrégeno en el material de empaque, se debe a que éste constituye entre
el 10 y 15 % en peso seco de las células y es indispensable para la sintesis de
constituyentes celulares. En este estudio, se determiné el contenido de este elemento en la
turba, la cual contiene tan solo 0.55% +0.03 de nitrégeno, éste resultado puede
considerarse bajo. Sin embargo realizando el siguiente analisis tenemos que el 0.55 % de
nitrégeno equivale a 5.5 g de nitrégeno por kilogramo de turba seca y suponiendo que todo
este nitrégeno esta disponible para ser utilizado en la produccion de biomasa, (la cual tiene
la siguiente composicion CH;0gsNp2) obtenemos: 48.3 mg d e biomasa/g s oporte s eco.
Este resultado puede compararse con el obtenido por Garcia-Pefia y col. (2001), la cual
reporta 55mg de biomasa/g soporte seco. Cabe aclarar que el método empleado no
cuantifica los nitratos ni los nitritos. Por otro lado, Yégodin (1982) sostiene que los nitratos
y los nitritos inicamente representan del 2 al 3 % de nitrégeno de la turba, asi podemos ver
que estos no tienen una gran contribucién en el nitrégeno total.

Por lo tanto, la turba empleada en el anilisis no es pobre en nitrégeno, este dato es
importante ya que de ser utilizada la turba como material de empaque, puede no ser
necesario afiadir alguna fuente de nitrégeno al material de empaque. Aunque estudios
realizados por Morales y col. (1998) han demostrado que la capacidad de eliminacion de
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tolueno en un biofiltro en donde se utiliz6 turba como material de empaque, se incrementé
de manera significativa cuando se adicioné amonio al sistema.

§ 3.53 Cenizas y fraccién mineral

El contenido de cenizas es un parametro importante en la caracterizacion de la turba, ya que
se ha reportado que la turba puede contener principalmente fésforo potasio y calcio
(Yagodin, 1982). El fésforo se usa principalmente para la sintesis de los acidos nucleicos y
los fosfohpldos pero aparece también en coenzimas y proteinas. Mientras que el i6n
potasio (K") interviene en la activacién d e una v ariedad d e enzimas, incluyendo las que
participan en la sintesis de proteinas y el i6n calcio (Ca™") es un cofactor de ciertas enzimas,
como las proteinasas. Por estas razones el anilisis de la fraccién mineral nos permite
determinar si la turba aporta algunos para el desarrollo microbiano cuando es utilizada
como material de empaque en sistemas de biofiltracion.

En el caso de la muestra analizada se encontré que el porcentaje de cenizas fue del 1.76%
+ 0.03; dicho valor es cercano al reportado para turba de alta turbera (tabla 3.1).

La fraccién mineral del soporte en estudio, se presenta en la siguiente tabla, donde podemos
ver que efectivamente, la turba contiene los tres elementos reportados por Yagodin (1982).

Tabla 3.2 Fraccién mineral de la turba.

Compuesto ppm 6 mg/Kg turba

Calcio 5600
Fierro 1100
Magnesio 1700
Potasio 200
Fésforo 130
Sodio 100
Aluminio 200

La muestra analizada tiene un muy bajo contenido en fosforo 130 ppm, ya que se encuentra
reportado que este elemento constituye alrededor del 3% de las células (bacterias) y con
esta cantidad de fésforo sélo se podria constituir 4.3 mg de biomasa/g de soporte seco, diez
veces menos biomasa que con el nitrégeno. En el caso del potasio, este forma parte de las
células entre 1 y 4.5% (Scriban, 1985), asi que con la cantidad que contiene la turba (200
ppm) podemos tener entre 4.4 y 20 mg de biomasa/g de soporte seco. En ambos casos es
necesario adicionar estos elementos para obtener la mismas biomasa que se puede obtener
con el nitrégeno que contiene la turba. Pero no asi con el calcio ya que este constituye entre
el 0.01 y 1.1% en peso, asi que lo minimo que se obtiene de biomasa son 509 mg de
biomasa/g de soporte seco y algo similar pasa con los otros elementos, los cuales son
considerados como elementos traza y se requieren en mg/L. Lo anterior nos permite decir
que la turba contiene nutrientes, pero no en las cantidades que se necesitan para que los
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microorganismos puedan crecer adecuadamente, lo cual hace necesario su adicién para
tener un material de empaque con condiciones apropiadas para el desarrollo microbiano.

A manera de resumen, los resultados de los analisis realizados para la caracterizacién de la
turba se pueden integrar en la siguiente tabla:

Tabla 3.3 Caracteristicas de la turba analizada

PH del % de % de % de % de % de % de
Extracto materia cenizas nitrégeno fosforo potasio | calcio
Acuoso orgénica

3.7 0.05 |93.6+0.66 | 1.76+0.03 | 0.543+ 0.38 | 0.013+ 0.35 0.02 0.56

Con base en los resultados obtenidos y después de comparar con lo reportado en la
literatura (tabla 3.1), podemos decir que la turba empleada en nuestra investigacion
corresponde a turba de alta turbera, la cual se puede describir de la siguiente manera:

Es un material que se constituye de restos vegetales, musgos esfagnineos, romero silvestre y
otras plantas que se caracterizan por su poca exigencia de nutrientes y humedad. Otras
caracteristicas importantes suelen ser su bajo contenido de substancias nutritivas, asi como
su escaso contenido de cenizas y pH 4cido. Ademas, posee una gran capacidad de retencién
de humedad, sin olvidar que contiene importantes cantidades de celulosa, hemicelulosa y
bitumen, las cuales le confieren una gran resistencia a la degradacién (Y4godin, 1982).

§ 3.54 Flora microbiana de la turba

Como parte de la caracterizacién de la turba, se cuantificé el niimero de microorganismos
que contiene este material como parte de su microflora natural. La cuantificacién de
microorganismos corresponde a 48 horas de incubacién y se encontré:

9 X 10° bacterias/g turba seca y 8.2 X 10° Hongos/ g turba seca.

Estos resultados son dificiles de comparar, pues la flora microbiana de este tipo de
materiales depende de muy diversas variables que en ocasiones nunca se repiten, de ahi la
hetereogeneidad de estos materiales, ademés hay pocos reportes al respecto. Martin y col.
(1989), reporta que la turba, contiene 10° bacterias/g de turba, lo cual nos da un indicio en
cuanto a bacterias se refiere, en ese trabajo no cuantifican .los hongos. Una vez
cuantificados los microorganismos contenidos en la turba, se evalu6 su posible capacidad
de utilizar por separado el acetato de etilo, isopropanol y el tolueno como fuentes de
carbono y energia, utilizando el principio de atmésfera saturada (fig. 2.6).

Los resultados demuestran que los microorganismos que contiene la turba son capaces de

utilizar las diferentes fuentes de carbono, en la tabla 3.4 se muestran los resultados del
crecimiento de los microorganismos de la turba con diferentes las fuentes de carbono.
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Tabla 3.4 UFC en presencia de diferentes fuentes de carbono.

Fuente de carbono UFC / g de turba seca (1 0’ )
Agar nutritivo 9
Isopropanol 6
Acetato de etilo 3
Tolueno 1.3

En la tabla 3.4, se puede ver que un mayor nimero de microorganismos utilizaron
isopropanol, posteriormente acetato de etilo y finalmente tolueno. Lo anterior puede
atribuirse a la complejidad de la estructura del compuesto.

§ 3.6 Inhibidores

Como se demostré en la secci6n anterior, la turba posee cierta flora microbiana y por esta
razén es posible que la turba no contenga sustancias que inhiban el crecimiento de los
microorganismos. Para lo cual, se analizé la influencia del extracto acuoso de la turba sobre
el crecimiento de microorganismos especificos, los resultados se muestran en la siguiente
tabla:

Tabla 3.5 Inhibidores

Fuente de carbono —— | Acetato de etilo Isopropanol Tolueno
Medio utilizado
{ Biomasa (mg/L) | Biomasa (mg/L) | Biomasa (mg/L)
Extracto de turba 280 150 160
Medio mineral 254 220 347.98

El anélisis de los resultados en estos experimentos, es dificil ya que la cantidad de sales en
ambos medios no fue la misma, sin embargo con los resultados obtenidos se puede ver que
la turba contiene una fraccién de nutrientes que son disponibles y permiten el crecimiento
de los microorganismos. L o anterior p ermite d escartar que el extracto de turba contenga
inhibidores para los microrganismos utilizados en este estudio.

§ 3.7 Determinacién de los parametros cinéticos

Los cultivos mixtos crecidos en presencia de multiples sustratos o fuentes de carbono son
utilizados cotidianamente en procesos de biotratamiento (biofiltracién); el estudio detallado
de los mismos es crucial para el desarrollo de un entendimiento de la cinética del proceso
que se aplica en la operacién de sistemas de biotratamiento (Bitzi y col., 1991).

Hace més de 30 afios, Gaden (Bitzi y col., 1991) recalcé que la informacién en la cinética
del bioproceso es esencial para el disefio de procesos continuos. Sin embargo, para
comprender el fenémeno de la biodegradacién de los componentes de una mezcla de
sustratos es necesario realizar estudios con cada uno de los componentes de manera
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individual (Arvin y col., 1989; Alvarez y Vogel, 1991; Smith y col., 1991; Rogers y
Reardon, 2000). A continuacién se presentan los resultados obtenidos en el estudio de la
actividad metabolica del consorcio y la obtencién de los pardmetros cinéticos que describen
el consumo de dichos sustratos. En el presente estudio se determind la capacidad del
consorcio para utilizar 3 distintas fuentes de carbono a diferentes concentraciones iniciales,
evaluando por separado al acetato de etilo, isopropanol y tolueno.

En el caso de sustratos volatiles tales como el tolueno, acetato de etilo e isopropanol, que se
encuentran tanto en la fase liquida como en la fase gaseosa, las velocidades de crecimiento
microbiano dependen de la concentracion en fase liquida, pero el rendimiento de biomasa
depende del cambio de la masa total del sustrato (Reardon y col., 2000). Las masas de un
compuesto volatii en la fase liquida y gaseosa son relacionadas mediante la ley de Henry
como se describe en la siguiente expresion:

HYV
m,, =m, +II‘1‘ = m{l +[-ﬁIV:)J .33

Donde: m se refiere a la masa del sustrato volatil en la fase gas (g), en la fase liquida (1) o
en el sistema completo (tot). H es la constante de la ley de Henry (atm m°/mol), R es la
constante de los gases (atm L/mol K), T es la temperatura (K) y V; y V) son volimenes en
la fase gaseosa y liquida (L), respectivamente. De acuerdo a lo anterior los datos de
consumo de sustrato y la produccién de biomasa se presentaran en funcién de la
concentracion del sustrato en la fase liquida.

§ 3.7.1 Tolueno

Los resultados de degradacién de tolueno para una concentracién inicial de 133 mg/L, se
muestran en la grafica 3.6. El crecimiento se inicié inmediatamente, es decir que no hubo
fase de adaptacion para el consorcio y después de 10 horas de cultivo el tolueno fue
completamente consumido y el maximo de biomasa producida correspondié a 300 mg/L.
Cabe mencionar que se realizaron experimentos independientes en los cuales se midieron
los mismos parametros para diferentes concentraciones iniciales de tolueno desde 31.07
mg/L hasta 304.3 mg/L. Lo anterior se realizé con la finalidad de obtener los parametros
cinéticos para el consorcio en estudio
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Grafica 3.6 Evolucién de consumo de tolueno, produccién de biomasa

Para realizar el balance y determinar la distribucién del tolueno consumido, en la grafica 3.7
se presentan los datos en masa total de tolueno, biomasa, CO, y O, como una funcién del
tiempo. Por otro lado la reaccién estequeométrica de la oxidacién de tolueno hasta COy y
agua, es descrita mediante la siguiente expresion:

C,H, +90, — 7CO, +4H,0

..3.4

Biomasa, Tolueno (mg)

~—#— Tolueno
—O—Biomasa

-
02

1 - i " " 1 i i L L i
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Figura. 3.7 Evolucién del consumo de tolueno y O,, produccién de biomasa y CO; en mg

totales.
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De esta manera, a través de la ecuacién 3.4 tenemos que la oxidacién completa de 92 mg de
tolueno (un milimol) hasta CO, y H,O, nos permite obtener teéricamente 308 mg de CO,.
En la grafica 3.7 se observa que a partir de una masa inicial de 7.8 mg de tolueno, se
obtuvieron 12 mg de CO,, lo cual indica que aproximadamente el 46% del carbono
consumido fue recuperado como CO,. Por otro lado, se obtuvieron 7 mg de biomasa,
asumiendo que el porcentaje de carbono en la biomasa es del 53% (Scriban, 1985), el 49%
del carbono del tolueno se uso para la formacién de biomasa. En lo que se refiere al
consumo de O, y la produccién de CO,, estos pardmetros se encontraron correlacionados,
ya que el balance indica que para oxidar 92 mg de tolueno se requieren 288 mg de O, y
tedricamente se obtendran 308 mg de CO,, basados en este anilisis y en los datos de la
grafica 3.7 tenemos que se consumieron 11 mg de O, y se produjeron 12 mg de CO,, es
decir el 85% de O, fue utilizado para la conversién del tolueno inicial, lo cual corrobora
que este sustrato fue totalmente consumido.

El valor de rendimiento de biomasa con respecto a sustrato (Yyo), fue determinado a partir
de los datos experimentales (g de biomasa producida/g de sustrato consumido) y este tuvo
un valor de 0.95 (mg de biomasa/mg de tolueno). El valor teérico del coeficiente (Y 1), €5
de 1.23 gbiomasa/gtolueno (Shuler y Kargi, 1992). Los valores de (Y1), representados en
la tabla 3.6, muestran datos de rendimiento obtenidos por diferentes autores, algunos son
similares al tedrico, incluyendo a P. putida F1 y P. putida R1, y otros se encuentran entre
0.9 y 1.0 entre los cuales tenemos el valor determinado para el consorcio utilizado en este
estudio. Una excepcidn, respecto al rendimiento es P. putida O1 cuyo valor de (Yyo) €s
menor al promedio reportado.

55



Resultados y Discusion

Determinacién de pardmetros cinéticos (TOLUENO).

Tabla 3.6. Parametros cinéticos para cultivos puros de Pseudomonas crecidas en tolueno

Microorganismo | Concentracion |  pia, K K Toke Referencia
y tipo de cultivo de tolueno (h") | (mg/L) | (mg/L) | (g/g)
(mg/L)
'P. putida 0.13 | 0.09 . 1.05 | Veicht y col.,
ATCC33015 - 1988
'P. putida mt-2 - 0.4 - - - Duetz y col.,
1994
'P. cepacia G4 - 0.19 - - - Duetz y col.,
1994
'P. florescens - 0.46 1.88 - 0.99 | Changy col.,
1993
'P.GJ 31 - 0.58( 4.6 . . Keuning y
Jager, 1994
'p. GJa0 . 0.58| 6.4 . . Keuning y
Jager, 1994
* P. putida F1 43 0.86 | 13.8 - 1.28 | Reardon y col.,
batch 2000
* P. putida R1 4 0.504 0.1 - 1.2 | Pedersen y col.,
batch 1997
* P. putida 54G 50 0.42 3.98 | 42.78* | 0.9 | Mirpuriycol.,
batch 1997
* P. putida O1 70 0.72 | 15.07 | 44.43* | 0.64 |Ohycol., 1994
batch
* P. fragi Bl 10 0.543 | 1.96 . 1.22 | Changy col.,
batch 1993
‘P.sp. X1 10 0.452 1.88 - 0.99 | Changy col.,
Batch 1993
* P.putida 30 0.437 | 6.0 1980* | - Choi y col.,
ATCC 23973 1992
Batch
Consorcio 30-304 0.38 13.8 110* | 0.95 | Este trabajo

Fuente: IPedersen, 1996; ° Reardon y col.,, 2000; * Pardmetros obtenidos a partir del
modelo de Andrews.

En la figura 3.8 se presentan las cinéticas de crecimiento realizadas para 7 concentraciones
iniciales de tolueno, a partir de dichas curvas se calculé la velocidad especifica de
crecimiento (u) del cultivo, lo anterior permitié obtener los valores que se observan en la
tabla 3.7. El método para determinar los pardmetros microcinéticos (pmax, Ks y Ki) fue
similar al realizado por Livingston (1991), restando la cantidad de biomasa inicial.
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Figura 3 .8 Curvas de crecimiento d el c onsorcio a diferentes concentraciones iniciales de
tolueno.

Tabla 3.7 Concentraciones iniciales de tolueno y las [ obtenidas en cada experimento.

mg iniciales Tolueno Velocidad especifica
de Tolueno mg/L de crecimiento
(fase liquida) p (b

1.8 31.0 0.21

3.9 66.3 0.37

5.9 101.1 0.43

7.8 133.0 0.39

9.3 158.6 0.26

12.7 234.9 0.23

17.8 304.4 0.19

Las diferentes velocidades especificas de crecimiento (u) se graficaron contra las
concentraciones correspondientes de tolueno utilizado, como se indica en la figura 3.9. El
comportamiento de los datos indica una disminucién de p a concentraciones de tolueno,
mayores a 100 mg/L en fase liquida, lo cual sugiere un efecto de inhibicién por sustrato.
Algunos autores han reportado que para el caso de cinéticas que presentan inhibicién por
sustrato, el modelo de Andrews (Andrews, 1968) resulta util para describir el
comportamiento de los datos y determinar el valor de pmx y Ks, ya que incluye una
constante de inhibicién K; (Choi y col., 1992; Oh y col., 1994; Mirpuri y col., 1997).
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Fig. 3.9 Ajuste de los datos experimentales utilizando la ecuacién de Andrews, utilizando
tolueno como sustrato.

El analisis del comportamiento cinético en este estudio fue realizado mediante el modelo de

Andrews, el cual tiene una constante de inhibicién y a continuacién se describe:

u'S;

2
K, +S, +(Si]
K,

Donde: Sy es la concentracién de sustrato. K es la constante de saturacién y K, la constante

de inhibicién. Los valores obtenidos a través del ajuste son: p* =092 h™; K¢ =554 mg/L;
K, =110 mg/L.

Pomax = o

El valor de p* es al menos 2 veces mayor comparado con el méximo valor que se alcanz6
experimentalmente (0.43 h™), por lo tanto el valor de p* puede ser considerado como un
valor aparente, asi que para obtener el valor real de imay €s necesario derivar la ecuacién 3.5
respecto a S, lo que nos lleva al hecho de que la derivada vale cero cuando:

0.5

K ; . -~

§; =| —* | entonces sustituyendo S, en la ecuacién 3.5 tenemos la siguiente

r K T
I

expresion:
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Py =— 3.6

2
1+2 K,
K,

De e sta m anera, s ustituyendo los valores de p*, K y K; en la ecuacién 3.6, nos permite
obtener el valor de pmi, el cual es de 0.38 h™'. Este valor es similar al determinado
experimentalmente, el comportamiento descrito por la ecuacién de Andrews (3.6) es
comparado con los datos experimentales en la grafica 3.9 y podemos ver que la curva
descrita por esta ecuacién tiene un buen ajuste con los datos experimentales. Asi la gy, la
K; y la K; del consorcio microbiano con tolueno fueron 0.38 h™', 55.4 mg/L y 110 mg/L,
respectivamente. El modelo de Andrews, tiene la posibilidad de describir cinéticas que
presentan inhibicién por sustrato, obteniendo y relacionando los valores de . y Ki.

La mayoria de los cultivos presentados en la Tabla 3.6 tienen valores de la velocidad
especifica de crecimiento iy en un rango entre 0.4 y 0.55 h”', con excepcion de P. putida
O1 (0.72 h") y P. putida F1 (0.86 h™). El valor de y___ calculado con el modelo tiene una

valor de 0.38 h", dicho valor es mayor al obtenido para P. putida ATCC33015 (0.13 h™)
(Veicht y col., 1988) y para P. cepacia G4 (0.19 h™) (Duetz y col., 1994), es cercano al
limite inferior del promedio en el que se encuentra la p.x de la mayoria de las cepas de
Pseudomonas reportadas.

Los valores de K indican la habilidad del microorganismo para crecer a bajos niveles de
sustrato y se encuentran en un rango entre 0.1 y 15 mg/LL para P. putida R1 y Ol,
respectivamente. Reardon y col. (2000) reportan una K de 13.8 mg/L para P. putida F1 y
una concentracién de tolueno de 43 mg/L, en el caso de Oh y col. (1994) estos reportan una
Ks de 15.07 mg/L y una concentracion de tolueno de 70 mg/L. El valor determinado con el
modelo de Andrews para el consorcio fue 55.44 mg/L. Sin embargo, se sabe que la
constante de saturacién Ks, es igual a la menor concentracién de sustrato a la cual la
velocidad especifica de crecimiento es igual a un medio la maxima velocidad especifica de
crecimiento (Andrews, 1968), bajo este argumento el valor de Ks para el consorcio en el
presente trabajo a partir de los datos experimentales corresponde a 15.7 mg/L. Este valor se
encuentra en el limite superior del rango de reportado para otras bacterias como se puede
observar en la tabla 3.6.

La inhibici6n por sustrato ha sido reportada para tres de los cultivos que se presentan en la
tabla 3.6 y el modelo de Andrews se uso para determinar la velocidad especifica de
crecimiento en dichos estudios. Valores de K| cercanos a 44 mg/L fueron determinados para
P. putida 54G y O1 (Mirpuri y col., 1997; Oh y col., 1994). Para el tercer cultivo reportado,
la K| fue cercana a los 2000 mg/L, mientras que para el consorcio utilizado en este trabajo la
K, fue de 110 mg/L, éste valor es aproximadamente el doble al obtenido por otros autores
(tabla 3.6). Sin embargo, la constante de inhibicién depende del tipo de cultivo asi como de
la tolerancia de los microorganismos. Ya que se ha demostrado que el tolueno es altamente
biotéxico e inhibe a muchos microorganismos a bajas concentraciones (0.1% v/v) sin
embargo algunas especies tales como Pseudomonas, Acrobacter y Nocardia pueden
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asimilar el tolueno y su tolerancia a este solvente es cercana a 0.3 % v/v. Inoue y Horikoshi
(1989) reportan una cepa de P. putida capaz de crecer en un medio de cultivo con 50 % de
tolueno v/v.

Otro aspecto importante, es la velocidad de consumo del sustrato, por lo cual se presentan y
analizan los perfiles de consumo del tolueno (grafica 3.10).
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Fig. 3.10 Perfiles de consumo de tolueno

Para concentraciones iniciales de tolueno entre 31.1 y 66.3 mg/L, este fue rapidamente
agotado en las primeras 5 horas de cultivo, mientras que para las concentraciones entre 101
a 133 mg/L de tolueno el sustrato tardd 10 horas en consumirse. A medida que se
incremento la concentracién de tolueno el consumo se hizo mas lento, de esta forma con
158 mg/L de tolueno el tiempo de consumo fue de 15 horas. Para concentraciones entre
234.85 y de 304.37 mg/L el tolueno no fue c ompletamente ¢ onsumido, p ara e sta 1 ltima
concentracion inicial de tolueno el consumo fue de aproximadamente 50%. Con estos datos
se calcularon las velocidades de consumo del tolueno para el consorcio y se graficaron
contra la concentracién inicial como se observa en la gréfica 3.11. En donde se observan
dos zonas de reaccién, la de primer orden que se encuentra entre 0 y 36 mg/L, con una
velocidad especifica de consumo de 0.16 h™' para concentraciones mayores entre 98 a 300
mg/L, la velocidad de consumo se hizo independiente a la concentracién del sustrato. Sin
embargo en las dos tltimas concentraciones 234 y 304 mg/L de tolueno el rendimiento
disminuy6 en un 15 y 25% respectivamente, la importancia de esta observacién es que el
consorcio puede degradar a una velocidad constante el tolueno aun en presencia de altas
concentraciones de este compuesto y tener una tasa de crecimiento menor, lo cual resulta de
gran interes en los biofiltros.

60



Resultados y Discusion Determinacion de parametros cinéticos (TOLUENO).

3

=

o

E

e H
@

=]

S

o

©

o

£

S

7]

c

8

)

©°

o

©

o

K]

o

]

= P - T S B B PP B B ST

0 50 100 150 200 250 300 350

Toluenouq(mgIL)

Fig. 3.11 Velocidades de consumo contra las diferentes concentraciones iniciales de
tolueno.

§ 3.11.6 Balance para tolueno.

Partiendo de que la composicién celular puede ser representada mediante la siguiente
expresion: CH; g OgsNo2 (Shareefdeen y col., 1993), de que la fuente de nitrégeno

utilizada fue: (NHy) 2SOy, de que el rendimiento para el tolueno (Yr,1) fue = 0.95 (mg de
biomasa/mg de sustrato) y suponiendo que no hay formacién de productos (oxidacion total
del tolueno), entonces uno puede escribir:

C,H; +aNH, +bO, - YcCH O,N, +(1-Y¢)CO, +H,0 - B
rescribiendo la ecuacion, para una mol de carbono de tolueno la ecuacién 3.7 queda de la
siguiente manera:

CH,,, +aNH, +bO, - YcCH O, ,N_+(1-Yc)CO, +H,0 s B
datos adicionales:

a) La fraccion en peso del carbono en la biomasa es del 53 % (sb=0.53)
b) b) La fraccién en peso del carbono en el tolueno es del 91% (ss= 0.91)

De esta manera tenemos que: el grado de reductancia para la biomasa (yb) esta dado por:

Yy =4+P-2n-3q 39
sustituyendo en 3.9 obtenemos:

7, =4+1.8-2(0.5)-3(0.2)=4.2
mientras que el grado de reductancia para el sustrato (ys) esta dado por:
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w3 dB
¥, =4+m-2I
sustituyendo en la ecuacién 3.10 tenemos:

¥y, =4+1.143-5.143

por otro lado el rendimiento energético de la biomasa (1) esta dado por:

,’,=(°ﬁ'7bJ L3010
os)s

Sustituyendo en 3.11
g = (0 ,5_3_)(%21 =0.4756
(0.91)5.13)

mientras que el rendimiento tedrico de carbono esta dado por la siguiente relacién:

Yc=(£]n w12
¥

sustituyendo en 3.12 tenemos que

Ye= (£JO.4756 =0.5823
4.2

Asi que la demanda de nitrégeno (@) esta dada por:

a= (E](q*q) w313
\ 5

(5.143
2

](0.2 *0.4756)=0.1164
. 4

mientras que la formacién de CO; (d) esta dada por:

d= —[E)n .3.14
15

sustituyendo en 3.14

d= 1——(%]0.4756 =0.4176
4.2
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La demanda de O3 () es:

- [%)(1_,,) 3.1

sustituyendo valores en 3.15

b= (5 :43)(1 ~0.4756) = 0.6742

Finalmente, para escribir la ecuacion del balance global sustituimos los valores obtenidos,
quedando la distribucién del tolueno de la siguiente manera:

CH, 14+ 0.0582 (NHy4) 2S04 + 0.7019 O——— 0.5823CH, g O0.sNo2
+0.417C0O, + 0.2787H,0
+ 0.0582 SO,. ...3.16

Los balances de masa y energia p ueden s er usados p ara e xaminar 1 a c onsistencia de los
datos experimentales. Cuando hay productos presentes, cuatro o mas variables deben ser
medidas para evaluar la consistencia de los datos experimentales. Por ejemplo, los datos de
velocidad de consumo de un sustrato orgénico y la tasa de produccién de biomasa, pueden
ser usados para estimar el rendimiento energético de la biomasa (1) (Erickson, 1979). Asi,
basados en lo anterior y en la ecuacién 3.15, podemos calcular el rendimiento energético de
la biomasa (1)), el cual fue igual a 0.48 y el rendimiento de ox1gcno Yo = 0.82 (gramos de
biomasa/gramos de O,).

Los requerimientos de oxigeno y sustrato, asi como el rendimiento de biomasa son algunos
de los parametros basicos que necesitan ser considerados para determinar la factibilidad de
un proceso de degradacion.
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§ 3.11.3 Isopropanol

Otro de los sustratos evaluados con el consorcio fue el isopropanol, este es un alcohol
secundario representativo en la formulacién del thiner (Ramirez, 2000). En la figura 3.12,
se presenta el crecimiento caracteristico del consorcio con 206.67 mg/L de isopropanol en
fase liquida. La evolucion del crecimiento del consorcio en presencia de este sustrato fue
similar para todas las concentraciones del sustrato evaluadas, debido a que para la
obtencién de los parametros cinéticos se utilizaron concentraciones de isopropanol en un
rango entre 51.66 y 516.67 mg/L en fase liquida.
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Fig. 3.12 Comportamiento del consumo del isopropanol y biomasa producida.

La evolucion de la biomasa estuvo correlacionada con el consumo del sustrato y se puede
observar que la fase de retardo fue muy pequeiia, ya que el compuesto se empezd a degradar
inmediatamente después de iniciado el cultivo. Lo anterior se debié a que se trata de un
consorcio previamente adaptado y a que este alcohol es de fécil degradacion (Bitzi y col.,
1991). El compuesto en estudio fue consumido por completo en 15 horas; obteniéndose a
partir de este 48.7 mg/L de CO; y 150 mg/L de biomasa, respectivamente

En la figura 3.13, se presentan las masas totales en mg de isopropanol, biomasa, CO; y O,.
La relacién entre las cantidades totales nos permite establecer la forma en la cual se
distribuy6 el carbono del isopropanol consumido.
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Fig. 3.13 Evolucién del consumo de sustrato, O, y produccién de biomasa y CO, en mg
totales. '

Partiendo de los datos obtenidos en los diferentes experimentos y con la ecuacion 3.17, la
cual describe la oxidacion total del isopropanol hasta CO; y agua.

C;H,0+30, »1.5CO, +4H,0 %

Sabemos que para oxidar totalmente un milimol de isopropanol. (60.1 mg) se requieren 3
milimoles de oxigeno (96 mg) y se obtienen 1.5 milimoles de CO, (66 mg),
experimentalmente se utilizaron 6.21 mg de isopropanol, a partir de los cuales se
produjeron 4.87 mg de CO; y 4.9 mg de biomasa, es decir que el 65% del carbono
consumido fue hasta CO; y el 34% del carbono inicial fue utilizado para la formacién de
biomasa. El balance de carbono fue completamente cerrado. En lo que se refiere al
consumo de oxigeno, teéricamente se requieren 9.91 mg para oxidar la cantidad inicial de
isopropanol, e xperimentalmente s e ¢c onsumieron 9.5 mg d e oxigeno, 1 o cual nos p ermite
decir que el isopropanol fue completamente eliminado biolégicamente.

Por otro lado, el rendimiento de biomasa en funcién al sustrato (Yysep) fue igual a 0.7 mg
biomasa/mg isopropanol, este valor es superior al reportado para un cultivo puro utilizado
para la obtencién de proteina unicelular 0.43 mg biomasa/mg isopropanol (Abbott y
Clamen, 1973) y para otros alcoholes. Sin embargo, el rendimiento obtenido en el presente
estudio es similar al reportado por Bitzi y col. (1991), para un cultivo d e P seudomonas
creciendo con isopropanol, tal como se puede observar en la tabla 3.8.
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Tabla 3.8 Parametros cinéticos para cultivos de bacterias y levaduras crecidas con
diferentes alcoholes.

Cepa Sustrato Y (gx/gs) Referencia

P. putida Isopropanol 0.43 Abbott y Clamen,
ATCC33015 1973

C. utilis Etanol 0.68 1Johnsron, 1967

P. fluorences Etanol 0.49 "Harrison y col., 1973
Klebsiella sp. Metanol 0.38 2Nagai y col., 1979
Cultivo mixto Butanol 2Nagai y col., 1979
Pseudomonas y| Isopropanol 0.81 Bitzi y col., 1991
cultivo mixto

Fuente: 'Pirt, 1975; “Bailey y Ollis, 1986.
Los parametros cinéticos de este consorcio en presencia de isopropanol, se obtuvieron de

forma similar que para el tolueno (3.7.1). Los resultados de las diferentes velocidades
especificas de crecimiento () se observan en la tabla 3.9.

Tabla 3.9 Concentraciones iniciales de isopropanol, y las |1 obtenidas en cada experimento.

Isopropanol Velocidad

Isopropanol mg/L especifica de

mg totales (fase liquida) crecimiento
p (™)
1.57 51.4 0.135
3.14 104 0.151
4.74 158 0.275
6.21 207 0.352
11.79 514 0.443
15.42 771 0.420
23.13 1027 0.22

Estos d atos s e utilizaron p ara d eterminar | a v elocidad m éxima d e crecimiento (p,,) del
consorcio microbiano. En la grafica 3.14, se observa el c omportamiento de la v elocidad
especifica de crecimiento, la cual alcanza un maximo con una concentraciéon de 515 mg/L
de isopropanol. Una vez alcanzado el méaximo la velocidad de consumo, esta se mantiene
constante para una concentracion de 771 mg/L y posteriormente decrece. Lo anterior podria
sugerir un ligero fenémeno de inhibicion por sustrato, es por esta razén que el analisis
cinético fue realizado mediante el modelo descrito por la ecuacién 3.5 y los valores
obtenidos a través d e ésta ecuacién son: p* =044 h"', K¢=102mg/L;K,= - 9.76x10"

mg/L. Basados en los datos utilizando el modelo de Andrews la constante de inhibicién K;
no tiene ningun sentido ya que es extremadamente pequefia comparada con K. Por tal
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razon los parametros cinéticos se obtuvieron utilizando el modelo de Monod con inhibicién
que es descrito a continuacion:

}uz[#mus 1- S ...3.18
Ks+ S K,

El valor de pm.x determinado con la ecuacion 3.18, fue de 0.52 h'l, el cual es ligeramente
mayor al que se alcanzo experimentalmente (0.443), el valor de Ks fue de 96.72 mg/L y KI
igual a 1235.7 mg/L.

o8 | ® Datos experimentales
° Moned con inhibicion
L]
— 04 [
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Figura. 3.14 Correlacién de los datos experimentales de velocidad de crecimiento del
consorcio mediante la ecuaciéon de Monod con inhibicién, utilizando isopropanol como
sustrato.

El valor de pm.x determinado para el consorcio estudiado con isopropanol como tnica
fuente de carbono y energia calculado a través de la ecuaciéon 3.18 fue mayor al
determinado experimentalmente y es 2.5 veces mayor (0.20 h™") al reportado por Bitzi y
col. (1991) para un consorcio microbiano. Respecto a Ks y K; no existen datos en la
literatura para poder compararlos.

En la siguiente grafica se presentan los perfiles de consumo de sustrato con las distintas
concentraciones iniciales de isopropanol. Este sustrato fue c onsumido c ompletamente en
todas las concentraciones evaluadas. Tal es el caso de las tres primeras concentraciones, €s
decir 63.21, 115.9 y 225 mg/L, las cuales fueron agotadas durante las primeras 8 h de
cultivo. Por otro lado cuando se utilizaron 449, 671 y 879 mg/L de Isopropanol, el consumo
de este compuesto se inici6 después de aproximadamente 5 h y el sustrato se agoté a las 15
h de cultivo. Mientras que en el caso de la concentracion correspondiente a 1473 mg/L, esta
se empez0 a utilizar rapidamente y fue completamente oxidada en 30 horas de cultivo.
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Fig. 3.15 Comparacidn de los perfiles de consumo de isopropanol

§ 3.11.4 Balance para el isopropanol

Partiendo de lo descrito en el punto 3.11.2 y de la misma manera que para el tolueno y con
un rendimiento para el isopropanol (Yisop) de 0.7 (mg de biomasa/mg de sustrato) podemos
escribir el siguiente balance para el isopropanol.

- CH3,6600.33 + 0.049 (NHg) 2S04 + 0.76 0, > 0.49 CH, g OgsNp2

+0.51 CO, + 0.755 H,0
+ 0.049 SO4. widal9

con estos datos se estimé el rendimiento energético de la biomasa (1), el cual fue igual a 0.6
y el rendimiento de oxigeno Yo = 0.65 (gramos de biomasa/gramos de O,).
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§ 3.11.5 Acetato de etilo

De manera similar al analisis realizado para el tolueno y el isopropanol, se presentan los
resultados experimentales obtenidos con el Acetato de etilo, usado como unica fuente de
carbono y energia.

En la grafica 3.16 se puede apreciar el comportamiento caracteristico de crecimiento del
consorcio, utilizando una concentracion inicial de acetato de etilo de 225 mg/L en la fase
liquida. El sustrato se agotd en 8 horas, tiempo en el cual se observé que el crecimiento
alcanz6 un maximo para posteriormente entrar en una fase de mantenimiento. Durante este
periodo se consumieron 225 mg/L de Acetato de etilo, de los cuales se obtuvieron 110 mg
de biomasa/L y aproximadamente 80 mg/L de CO,. Un anélisis similar se realiz6 para cada

una de las 7 concentraciones diferentes entre 63 y 1473 mg/L de acetato de etilo; éstas se

muestran a detalle en la tabla 3.10. En estos experimentos, crecimiento y consumo de
sustrato estuvieron asociados.
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Grafica 3.16 Evolucién del consumo de sustrato y produccién de biomasa.

Con la finalidad de determinar la distribucién del sustrato consumido se presenta la
siguiente grafica donde tenemos las masas totales de acetato de etilo CO, , biomasa, asi

como los miligramos de O, consumido.
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Grafica 3.17 Evolucién del consumo de sustrato y O,, produccién de biomasa y de CO,
totales.

La oxidacién total del acetato, se puede expresar estequiométricamente de la siguiente
manera:

C,H,0, +50, - 4CO, +4H,0 ..3.20

Lo cual implica que para oxidar 88.11 mg (un milimol) de acetato, son necesarios 160 mg
de oxigeno. Teéricamente esta reaccién produce 176 mg de CO,. En la gréifica 3.16 se
observa que a las 8 horas, los 7 mg de sustratos iniciales fueron consumidos
completamente, obteniéndose 5 mg de CO,. Al relacionar los datos experimentales de la
grafica 3.17 con la expresién estequiométrica se obtiene que el 62% del carbono fue
recuperado como CO,. Por otro lado, se obtuvieron 3 mg de biomasa a partir del sustrato
inicial, lo cual significa que alrededor del 45% del carbono inicial fue utilizado para la
formacién de biomasa. El balance de carbono nos muestra que la recuperacién fue del
107% del carbono inicial, el exceso en la cantidad total de carbono recuperado (biomasa y
CO;) pudo deberse al margen de error en la determinacién de la biomasa.

En cuanto al consumo de O, el balance tedrico indica que para oxidar 7 mg de acetato de
etilo se necesitan consumir 13 mg de oxigeno, los resultados experimentales muestran un
consumo de 12.17 mg, lo cual corrobora que la transformacién del acetato fue completa.
Estos datos nos permiten calcular el rendimiento (promedio) de biomasa en funcién del
sustrato consumido (Yx/s), el cual fue de 0.48 g biomasa/g sustrato. Este dltimo se

encuentra en el nivel superior reportado por Kwok y col. (1998) (de 0.4 a 0.12 g biomasa/g
sustrato) para un biopelicula bacteriana crecida en un reactor con biomasa suspendida.
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Los requerimientos de oxigeno y sustrato, asi como el rendimiento de biomasa son algunos
de los parametros basicos que necesitan ser considerados para determinar la factibilidad de
un proceso de degradacion.

Los parametros cinéticos pmay, Ks y Kj, se obtienen de la misma manera que en el caso del
tolueno, en la tabla 3.10 se pueden apreciar los datos de p.

Tabla 3.10 Concentraciones iniciales de acetato de etilo y la velocidad especifica de
crecimiento (p) de cada experimento.

mg de acetato | Acetato de | Velocidad especifica
de etilo etilo de crecimiento
meg/L u(h")
(fase liquida)

1.93 63.21 0.567
3.54 115.9 0.736
6.89 225.6 0.818
13.72 449.3 0.724
20.49 671 0.501
26.85 879.3 0.220
44.99 1473 0.110

Estos d atos s e utilizaron p ara d eterminar 1a v elocidad m 4xima de crecimiento (pmax) del
consorcio microbiano. En la grafica 3.18, se observa el c omportamiento de la v elocidad
especifica de crecimiento, la cual alcanza un maximo con una concentracién de 225 mg/L
de Acetato de etilo, una vez alcanzado el maximo las velocidades empiezan a decrecer a
altas concentraciones de sustrato, (mayores de 250 mg/L de acetato) lo que indica una
inhibicién por sustrato. Y por lo tanto el analisis de este comportamiento cinético se realizd
mediante el modelo de Andrews (ec. 3.5).

Los valores obtenidos son: p1* =1.6 h™'; Ks = 85.24 mg/L; K; = 286.11 mg/L. Una vez més el
valor de p* determinado con la ecuacién 3.5 es mayor que el obtenido experimentalmente
(0.82 h™"), por lo tanto sustituyendo los valores de p°, K y K| en la ecuacién 3.6, se obtuvo
el valor de pmax, €l cual fue de 0.76 h", éste resultado es muy similar al determinado
experimentalmente. El comportamiento descrito por la ecuacién 3.6 es comparado con los
datos experimentales en la grafica 3.18, y podemos ver la curva descrita por la ecuacién de
Andrews (modelo) tiene un buen ajuste con los datos experimentales.
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y = m1*m0/(m2+m0+(m0*m0/m3)) Andrews |
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Fig. 3.18 comparacién entre de los datos experimentales y los datos obtenidos con el
modelo de Andrews.

Sin embargo como ya se discuti6 en el caso del tolueno la constante de saturacién Ks, es
igual a la menor concentracién de sustrato a la cual la velocidad especifica de crecimiento
es igual a un medio la maxima velocidad especifica de crecimiento (Andrews, 1968),
entonces el valor experimental de éste pardmetro fue de 23.36 mg/L.

En la siguiente grafica se presentan los perfiles de consumo de sustrato con las distintas
concentraciones iniciales de Acetato de etilo. Este sustrato fue consumido completamente
en todas las concentraciones evaluadas. Tal es el caso de las tres primeras concentraciones,
es decir 63.21, 115.9 y 225 mg/L, las cuales fueron agotadas durante las primeras 8 horas de
cultivo. Por otro lado cuando se utilizaron 449, 671 y 879 mg/L de acetato, el consumo de
este compuesto se inicié después de 5 horas y el sustrato se agot6 a las 15 horas de cultivo.
Mientras que en el caso de la concentracién correspondiente a 1473 mg/L, ésta se empezd a
utilizar rapidamente y fue completamente oxidada en 30 horas de cultivo.
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Fig. 3.19 comparacion de los perfiles de consumo de acetato de etilo.
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Las velocidades de consumo de este sustrato, se obtuvieron a partir de los perfiles
mostrados en la figura anterior. Dichos datos se graficaron contra las diferentes

concentraciones iniciales. En la grafica 3.20 se observa que la velocidad de consumo se va

incrementando al aumentar la concentracién inicial de acetato de etilo, con una velocidad
especifica de consumo de 0.18 h™ en un rango de concentracién de acetato de 0 a 200 mg/L.
Rango en el cual tenemos una reaccién de orden uno. Mientras que entre 200 y 500 mg/L se
tiene una zona de transicién, la cual puede ser denominada zona de pseudoprimer orden.
Finalmente para concentraciones mayores a 500 mg/L, la velocidad de consumo del
consorcio fue practicamente constante e independiente del incremento de la concentracién
inicial de sustrato, es decir se trata de una zona de reaccion de orden cero.

velocidad de consumo de Acetato de etilo (mg/L*hr)
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Fig. 3.20 Relacion entre la velocidad de consumo y la concentracion inicial de acetato de
etilo.

El balance de carbono, se realizé con base a lo planteado por Erickson (1979) el cual
permite corroborar los requerimientos y distribuciéon de la fuente de carbono. Este se
presenta a continuacion:

§ 3.11.2 Balance para el acetato de etilo

Partiendo de un andlisis similar al realizado para el tolueno e isopropanol, tenemos que el
balance para el acetato de etilo se puede escribir de la siguiente manera.

CH;005 + 0.049 (NH4) 2SO, +0.76 O, —* 0.48 CH, 3 OpsNo>
0.52 CO, + 0.755 H,0
+0.049 SOq. ..3.21

El rendimiento energético de la biomasa (1) (Erickson, 1979). Asi, basados en lo anterior y
en la ecuacién 3.15, podemos calcular la eficiencia (rendimiento energético de la biomasa
(m), la cual fue igual a 0.53 y el rendimiento de oxigeno Yo = 0.64 (gramos de
biomasa/gramos de O,).

A continuacién se presenta un resumen de los parametros cinéticos obtenidos para el
consocio, utilizando tres solventes diferentes como tnica fuente de carbono y energia.

Tabla 3.11. Resumen de los parametros cinéticos determinados en este estudio

:
Fuente de carbono g biomasa Memax (™) Ks (mg/L) K;(mg/L)
( g sustrato J
Tolueno 0.95 0.38 13.8 110
Isopropanol 0.7 0.52 96.7 1235.7
Acetato de etilo 0.48 0.76 23.3 286

De acuerdo a los resultados cinéticos, el consorcio microbiano evaluado alcanzé la méaxima
velocidad de crecimiento con acetato de etilo como unica fuente de carbono y energia.
Aparentemente las poblaciones presentes en este consorcio consumen eficientemente este
compuesto y su crecimiento se inhibié a concentraciones de alrededor de 290 mg/L. En lo
que respecta al isopropanol, con el modelo de Andrews no se obtuvo un buen ajuste y fue
necesario la utilizacién del modelo de Monod con inhibicién, la velocidad maxima de
crecimiento determinada resulté mayor a lo reportado para otros consorcios. Sin embargo el
valor de K; es alto lo cual sugiere que este consorcio requiere concentraciones mayores de
sustrato para crecer. Finalmente en el caso de tolueno la velocidad de crecimiento maxima
alcanzada fue similar a los valores reportados en la literatura, la K, obtenida para este
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consorcio se encuentra en rango superior de los datos reportado, lo cual puede indicar una
baja afinidad por dicho sustrato. Por otro lado los rendimientos de biomasa con respecto al
sustrato fue mayor con el tolueno, lo cual coincide con lo reportado por otros autores.
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§ 3.12 Aislamiento e identificacion de los microorganismos pertenecientes al consorcio

Después de los procesos de adaptacion y aislamiento de los microorganismos, descritos en
materiales y m étodos. D e | as c ajas q ue p resentaron a bundante c recimiento, se realizaron
resiembras por estria cruzada de cada una de las colonias que aparentemente eran
diferentes, con la finalidad de obtener cepas puras.

De esta manera se obtuvieron 20 cepas diferentes. Es importante recalcar que después del
aislamiento, algunas cepas no conservaron la capacidad de degradar los compuestos en
estudio. Lo anterior puede deberse a que algunos microorganismos necesitan estar en
asociaciéon con otros para degradar los compuestos en estudio. Después de varias
resiembras, no todas las cepas lograron desarrollarse de manera 6ptima, por lo que,
finalmente se seleccionaron 5 cepas puras para la etapa de identificacion.

De las cepas obtenidas a partir del consorcio, una de ellas mostrd la capacidad de degradar
acetato de etilo (denominada ACE 1), la segunda consumié isopropanol (ISO 1) y las tres
restantes fueron capaces de degradar tolueno (TOL 1, TOL 2 y TOL 3).

Las caracteristicas macroscépicas de las cepas mencionadas anteriormente son resumidas en

la tabla 3.12 '

Tabla 3.12 Caracteristicas macroscopicas de las cepas aisladas

Cepa | Edad | Tamafio | Color | Forma | Borde | Aspecto Luz Luz Superficie | Consistencia | Elevacién
(Horas) | (mm) Trasmitida | Reflejada

ACEl 48 2 Crema Cimuln-r Liso | Himedo Opaca Brillante Lisa Suave Elevada

1ISO1 48 1 Crema | Circular | Liso | Himedo | Translucida | Brillante Lisa Stave Plana

TOLI 48 1.5 Amarillo | Circular | Liso | Himedo Opaca Brillante Lisa Suave Plana

TOL2 48 1.5 Al::l:;o Circular | Liso | Humedo Opaca Brillante Lisa Suave Plana

TOL3 48 1.8 (l;:le::: Circular | Liso | Humedo | Translucida | Brillante Lisa Suave Plana
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§ 3.12.1 IDENTIFICACION

El protocolo para la identificacién de las cepas aisladas consistié en la aplicacién de una
serie de pruebas bioquimicas que permiten identificar una serie de caracteristicas
especificas de los microorganismos y los relaciona con cierto género y familia. Las pruebas
y los resultados que se obtuvieron al aplicarlas a las tres cepas aisladas a partir del
consorcio microbiano inicial se muestran en la siguiente tabla (3.13).

Tabla 3.13 Resultados de las pruebas bioquimicas

PRUEBA
ACE 1 ISO 1 TOL 1 TOL 2 TOL 3
Mac Conkey Positiva Positiva Negativa Positiva Negativa
Forma Bacilo Bacilo Bacilo* Bacilo Coco
Gram Negativa Negativa Positiva Negativa Positiva )
KOH Positiva Positiva Negativa Positiva Negativa
Citocromo Positiva Positiva Negativa Positiva Positiva
oxidaxa
Catalasa Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Oxido- No Fermentativo | Fermentativo | No Sacarolitico | Fermentativo
Fermentacién Sacarolitico
Movilidad Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Ferm. De Glucosa| Base/Base Acido/Acido Acido/Base Base/Base Base/Base
y Lactosa
| Voges-Proskauer | Negativa Positiva Positiva _Negativa Negativa
Sistema API 20-E
ONPG Negativa Positiva Positiva Negativa Positiva
Arginina Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Dihidrolasa |
Lisina Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa |
Descarboxilasa v
Ornitin Negativa Positiva Positiva Negativa Positiva
Descarboxilasa
Citrato Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Sulfuro de Negativa Negativa Negativa - Negativa Negativa
Hidrégeno
Ureasa Negativa Negativa Negativa Negativa Negativa
Triptofano Negativa Negativa Negativa Negativa Positiva
Desaminasa
Indol Negativa Negativa Positiva Negativa Negativa
| Voges-Proskauer | Negativa Positiva Positiva Negativa Negativa
Gelatina Negativa Negativa Positiva Negativa Negativa
Glucosa Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Manitol Negativa Positiva Positiva Negativa Positiva
Inositol Negativa Negativa Positiva Negativa Negativa
Sorbitol Negativa Positiva Positiva Negativa Positiva
Ramnosa Negativa Positiva Positiva Negativa Positiva
Sacarosa Negativa Positiva Positiva Negativa Positiva
Melibiosa Negativa Positiva Positiva Negativa Positiva
Amigdalina Negativa Positiva Positiva Negativa Positiva
Arabinosa Negativa Positiva Positiva Negativa Positiva

Con la informacién que se muestra en las tablas 3.12 y las pruebas bioquimicas cuyos
resultados se resumen en la tabla 3.13 se pudieron identificar tres de las cinco cepas. La
cepa ACE 1 y TOL 2 fueron identificadas como Pseudomonas putida y la cepa ISO 1 fue
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identificada como Enterobacter cloacae.

La siguiente figura muestra una vista caracteristica de un cultivo de bacterias de
Pseudomonas putida, aislada e identificada en este trabajo.

Figura 3.21 Bacteria identificada como Pseudomonas putida, con el sistema API 20-E
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§ IV CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos durante esta investigacion se pueden resumir en 3 aspectos, el
primero referente al material de empaque, el segundo en cual se determinaron los
parametros cinéticos que rigen la degradacion de tres diferentes compuestos con el
consorcio y finalmente el tercero donde se identificaron 3 cepas pertenecientes al consorcio
microbiano.

Respecto al soporte, se puede decir que posee una excelente capacidad de retencién de
humedad sin presentar drenaje, lo cual tuvo un efecto sobre la actividad de agua del
material, ya que en unrango de 40 a 80 % de humedad el a,, se mantiene entre 0.99 y
0.999, mismo que permite que los microorganismos se desarrollen adecuadamente. El pH
del extracto acuoso de la turba fue 3.7, por tal razon se adicioné CaCO; como agente
neutralizante en una relacion de 0.1 g de CaCOs/g de turba seca. La turba mostré que no
contiene inibidores de crecimiento microbiano y su microflora nativa es capaz de utilizar
los solventes en estudio. El contenido de nitrégeno fue del 0.55%, mientras que la fraccién
mineral fue baja, lo cual implica la necesidad de adicionar nutrientes. Otro aspecto que
cabe resaltar fue la baja caida de presion con este soporte a 65 % de humedad, es decir este
material de empaque no ofrece una resistencia importante al paso del gas lo cual tiene un
impacto positivo sobre el ahorro de energia en la-operacién de sistemas de biofiltracion.

Por otro lado, el consorcio fue capaz de utilizar eficientemente los tres sustratos evaluados
y con los parametros cinéticos determinados se puede aseverar que el consorcio alcanza la
maxima velocidad de crecimiento con acetato de etilo, posteriormente con isopropanol y
finalmente con tolueno. Los resultados muestran que el consorcio tiene poca afinidad por el
tolueno, sin embargo puede tolerar concentraciones mayores a las reportadas debido a que
el crecimiento se empieza a inhibir a una c oncentracién mayor de 100 mg/L. En lo que
respecta al isopropanol, los valores de Ks y K; fueron altos, sin embargo no existen datos
que permitan compararlos con la literatura.

En el caso de los rendimientos, el obtenido para tolueno se encuentra en el rango reportado
para Pseudomonas alrededor de 1 g biomasa/g tolueno, para isopropanol es ligeramente
menor (0.7) comparado con el reportado por Bitzi y col. (1991) de 0.81 g biomasa/g
isopropanol. En el caso de acetato de etilo es similar al reportado por Kwok y col. (1998).

En el caso de tolueno y acetato de etilo, el modelo de Andrews mostré correlacionar
adecuadamente los datos experimentales cuando se tiene un efecto de inhibicién, sin
embargo para el isopropanol fue necesario la utilizacién del modelo de Monod con
inhibicién para determinar los parametros cinéticos.

A partir del consorcio se lograron aislar 5 cepas, de las cuales se identificaron 3, dos
correspondieron a Pseudomonas putida, capaz de degradar acetato de etilo y tolueno y la
tercera cepa fue Entoreobacter clocae que tiene la capacidad de utilizar isopropanol. Cepas
de P seudomonas similares a 1as aisladas d el c onsorcio han sido ampliamente r eportadas
como microorganismos capaces de degradar muy diversos compuestos contaminantes.
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Cuando se plantearon los objetivos de este trabajo, la biofiltracién ain era incipiente y
algunos de sus mas importantes logros no habian sido esclarecidos o peor aln ni siquiera
planteados, ya que la mayoria de los trabajos se enfocaban a tratar d e d emostrar que la
técnica de biofiltracién para el tratamiento de gases contaminados con compuestos
organicos volatiles era la tecnologia del futuro y hoy es ese futuro, donde la biofiltracién es
una aplicacion real y que cada dia compite con otras tecnologias para ser una opcion mas en
el tratamiento d e e fluentes gaseosos. Es por esta razon que al l ector con e xperiencia en
biofiltracién los resultados aqui mostrados le pareceran poco innovadores. Sin embargo la
mayoria de estos resultados permitieron sustentar al menos dos trabajos en el campo de la
biofiltracién que hoy en dia son ampliamente reconocidos en el medio. El avance de esta
tecnologia se debié fundamentalmente a que se abordaron temas de investigacién basica a
cerca de materiales de empaque, microorganismos, cinéticas de degradacién de diferentes
contaminantes entre otros.

Actualmente los principios que rigen el proceso de la biofiltracion han sido entendidos. Sin
embargo cada dia hay nuevos retos para esta tecnologia, como son la operacion de
biofiltros bajo condiciones extremas de temperatura, pH y contaminantes mas
recalcitrantes, lo cual sugiere trabajar con nuevos microorganismos capaces de soportar
dichas condiciones. Por otro lado, las condiciones de proceso que generan los
contaminantes (fuentes intermitentes) requieren de nuevas propuestas respecto a la
configuracion de los sistemas de biofiltracién, lo que da como resultado sistemas de
biofiltracién combinados y con mejores sistemas de control que perrnitan mantener altas
eficiencias por largos periodos de operacion.
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Anexo A.

§ VI ANEXOS

Anexo A

Contenido de materia organica

Para ésta prueba, 0.05 g de turba se colocaron en un matraz Erlenmeyer de 500 mL, con 10
mL de dicromato de potasio 1 N y 20 mL de acido sulfiirico concentrado. La mezcla se
agit6é enérgicamente durante un minuto y se dejé reposar alrededor de 30 minutos. Después
se agregaron 200 mL de agua destilada, 10 mL de éacido fosférico al 95%, 0.2 gramos de
fluoruro de sodio (NaF) y algunas gotas del indicador difenilamina al 1%, obteniendo una
coloracién purpura. Finalmente, se titulé con sulfato ferroso amoniacal ((NHs) 2FeSO,) 0.5
N.

La cuantificacién de materia organica se efectué mediante la siguiente expresion:

%MO =10—-(P*N*F)(%’) skl

donde:
M: Peso de la muestra (g)
T: Volumen de sulfato ferroso aménico utilizado para titular el blanco
P: Volumen de sulfato ferroso aménico utilizado para titular el problema
N: Normalidad del sulfato ferroso aménico.
0.69 = Porcentaje de efectividad del método
F: Factor (Vol. de K;Cr,07) / T(N)
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Anexo B.

Anexo B
Determinacion del contenido de nitrégeno

M Mineralizacién de la muestra

Para la mineralizacion, se utilizaron 0.2 gramos de turba (tamizada) los cuales se colocaron
en papel filtro Whatman N° 42 y se transfirieron al interior de un microbalén Kjeldahl;5
mL de é4cido sulfiirico (98%), 0.07 g de selenio, 0.1 g de sulfato de sodio (Na,SO4) y 0.2 g
de sulfato de cobre (CuSQ4) se adicionaron para completar la mezcla. El microbalén se
colocé en el digestor y se llevd a ebullicion, hasta adquirir un color verdoso, una vez
alcanzado este punto se continud la ebulliciéon durante 30 minutos, se dejé enfriar y se
prosiguid con la destilacién.

M Destilaciéon

Una vez que la mezcla estuvo fria, se adicionaron 5 mL de agua destilada y se mezcl6 (es
conveniente utilizar un bafio de hielo). El contenido fue vertido en el microdestilador y se
afiadieron lentamente 15 mL de hidréxido de sodio al 50%. La destilacién se mantuvo hasta
recolectar 25 mL de destilado en un matraz Erlenmeyer de 125 mL, el cual contenia 5§ mL.
de é4cido bérico al 4% y 4 gotas de indicador. El destilado fue aforado a un volumen de 50
mL con agua destilada y titulado hasta el vire con una solucién de acido clorhidrico 0.02 N.

El contenido de nitrégeno fue calculado empleando la siguiente ecuacion:
*
%N=(a—b)(w] ..BI
m

donde:
a: Volumen (mL) de HC1 0.02 N consumidos en la muestra digerida
b: Volumen (mL) de HCI 0.02 N consumidos para el blanco
m: Peso (mg) de la muestra para la microdigestion de nitrégeno
100 = Factor para llevar a porcentaje
0.28 = Miligramos de nitrégeno por cada 100 mL.
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Anexo C

M Determinacion de fosforo

Para este analisis se empleé un gramo de turba finamente molida, el cual se colocé en un
crisol con 5 mL de nitrato de magnesio IN (Mg(NO;)). La mezcla se quemé bajo la flama
de un mechero de Bunsen hasta que no se observaron vapores. Posteriormente la muestra se
calciné a 500 °C durante 36 hrs. Las cenizas fueron disueltas en 10 mL de 4cido clorhidrico
6 N y se afor6 a 100 mL con agua destilada.

Alicuotas de 2 mL de ésta solucion se utilizaron para realizar el analisis que se describe a
continuacién: se agregaron 3 mL de agua destilada, 2 mL de molibdato de amonio ((NH,)
6Mo07)24, 1 mL de la solucién diluida de cloruro estanoso y se mezclé mediante un agitador
vortex; posteriormente las muestras fueron dejadas en reposo durante 6 minutos y se leyé
absorbancia en el espectrofotémetro (Espectronic 20) a una longitud de onda de 660 nm.
(Manual de operacién de laboratorio. Planta industrializadora de desechos sélidos, 1986)

Para la interpretacion de las lecturas fue necesario realizar una curva de calibracién, esta se
realizd de la siguiente manera:

Curva estandar para la determinacién de fésforo

N° Solucién Agua destilada | Concentracién
Tubo Diluida de fésforo (mL) (ppm)
(mL)

1 0.2 4.8 0.2

2 0.4 4.6 0.4

3 0.6 4.4 0.6

4 0.8 42 0.8

5 1 4 1

A todos los tubos, se les agregd 2 mL de solucion extractora, 2 mL de molibdato de amonio
y un mL de solucién diluida de cloruro estanoso. Posteriormente los datos de absorbancia
se grafican contra la concentracién para obtener la curva estandar.

La cuantificacién de fésforo se realizé mediante la siguiente ecuacion:

pme=(A*D*L) o 0
donde:
A: ppm de fésforo en la solucién (las cuales se encontraron extrapolando en la curva
estandar)

D: mL de solucidén extractante (para el caso de del problema fue HCI 6 N)
L: mL totales de la dilucién a la que se llegd
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Anexo D.

Anexo D
Estudio del contenido de potasio

Para dicha cuantificacion se emplearon, 10 g de turba tamizada. Los cuales se colocaron
dentro de un matraz Erlenmeyer de 125 mL con 50 mL de acetato de amonio 1 N

(CH3COO"NH,4*). La mezcla se agité durante media hora. Una tercera parte se filtré en
papel Whatman N° 1. Después se adicionaron 30 mL de acetato de amonio a la solucién
restante, agitindose 20 min. Posteriormente se filtro la mitad y se agregaron 20 mL de
acetato de amonio para filtrar completamente.

Para conocer la cantidad preliminar de potasio, se us6 de la siguiente ecuacion:

ppmK = (F o L) ...D1
donde:
F: Factor o miltiplo conocido
L: Lectura en el galvanémetro medidor para la muestra problema
La concentracién de potasio en turba se determiné con la siguiente ecuacion:
mgdeK =(A*V*100) D2
100 gramos de suelo 1000*C
donde:

A= Cantidad de K,O (lectura x miltiplo)

V= Volumen tomado de la extraccion para el analisis (mL)
C= Peso del suelo tomado para preparar la extraccion (g)
100 = Factor de conversién a 100 g de suelo

1000 = Factor de conversién a 1 mL de extraccion.
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Anexo E

Determinacion de proteina (método de Lowry)

El volumen analizado fue de 1 mL. La muestra se colocé en un tubo de ensaye yse le
agrego 1 mL de NaOH 1 N, se tapé y se colocé en bafio maria a temperatura de ebullicion
durante 5 minutos. Posteriormente se us6 hielo para detener la reacciéon. Una vez fria la
muestra, se agregaron 5 mL de una solucién compuesta por:

- 50 mL de solucién A: 20 g de carbonato de sodio en 1000 mL de NaOH 0.1 N.
-1 mL de solucién B: 2 g de tartarato de sodio y potasio en 100 mL de agua destilada.
-1 mL de solucién C: 1 g de sulfato de cobre en 100 mL de agua destilada.

La nueva mezcla fue agitada en el vortex y se dejé reposar en la obscuridad durante 30
minutos. Posteriormente, se agregd un mL de reactivo de Folin-Ciocalteu diluido 1:1 con
agua destilada, se agitd y se dejoé reposar en la oscuridad 30 minutos finalmente se midio la
absorbancia a 750 nm.
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Anexo F.

Anexo F
Ficha de identificacion de microorganismos

El formato siguiente enumera las caracteristicas comunmente observadas en las colonias,
utiles para la identificacion bacteriana preliminar:

- Numero de la cepa:
- Medio de cultivo empleado:

- OBSERVACIONES MACROSCOPICAS (Crecimiento en cajas Petri):

- Diametro de la colonia

Forma: Elevacion:

Color: Tamaiio:

Borde: Edad:

Opacidad: Olor (eventualmente):

- OBSERVACIONES AL ESTEREOSCOPIO: (Caracteristicas de la superficie)
- OBSERVACIONES MICROSCOPICAS:

Tipo de microorganismo:

Tincién de GRAM:

Tipo de arreglo:

Tamafio del microorganismo:

Movilidad y caracteristicas del o del los flagelo (s):

- PRUEBAS BIOQUIMICAS DE APOYO:
. Catalasa :
. Oxidasa :
. Tipo de metabolismo:

- COMENTARIOS:
- PREVIA IDENTIFICACION DE LA CEPA:

Como observacion, la forma de describir las caracteristicas mas importantes es de la
siguiente manera: '

TAMANO: didmetro en mm.

FORMA: puntiforme, circular, filamentosa, irregular, rizoide, fusiforme.
ELEVACION: plana, elevada, convexa, monticular, umbeliforme, umbilicada.
BORDE: entero, ondulado, lobulado, aserrado, filamentoso, rizado.

COLOR: blanco, amarillo, negro, naranja, etc.

SUPERFICIE: brillante, mate.

OPACIDAD: opaca, translicida, transparente, etc.

CONSISTENCIA: butirosa, viscosa, membranosa, quebradiza, etc.
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Anexo G.

Anexo G
Tincién de Gram

Preparar un extendido fino del material en estudio y dejarlo secar al aire. El centro de la
colonia a estudiar se tomo con el extremo de un alambre recto, esta se mezclé con una gota
de agua o solucién fisiolégica y se extendié sobre un portaobjeto a fin de dispersar los
microorganismos. El material biolégico debe de ser fijado al portaobjeto de modo que no
sea arrastrado d urante el proceso de tincion, p asando el p ortaobjetos 3 0 4 veces porla
llama de un mechero Bunsen.

El preparado se colocé sobre un soporte de tincion y se cubrié la superficie con solucién de
cristal violeta. Luego de un minuto de exposicién al colorante, se lavé bien con agua
destilada y se cubrié el preparado con yodo de Gram durante un minuto, se lavd
nuevamente con agua. Se sostiene el portaobjeto entre el pulgary el indice y se bafia la
superficie con unas gotas del decolorante acetona-alcohol hasta no arrastrar mas colorante
violeta. Después de lavar con agua corriente la superficie fue cubierta con safranina durante
un minuto, para después lavar con agua.

Para terminar se coloco el preparado en posicién vertical, dejando que escurra el exceso de
agua y que el extendido seque. El preparado se examiné con un microscopio modelo
Optiphot-2 de Nikon, empleando un objetivo 100 X con aceite de inmersién. Otras
caracteristicas utiles para la identificacién preliminar de las bacterias aisladas comprenden:
el tamafio y la forma de las células bacterianas, asi como la disposicién de las mismas y la
presencia de estructuras especificas u organelos.

Debe tenerse cuidado con los extendidos coloreados con la técnica de Gram, ya que las
reacciones de tincién pueden ser variables, en particular con colonias muy jovenes o mas
viejas. Asi mismo, la formacién de grupos y cadenas de cocos Gram positivos puede ser
menos pronunciada en colonias tomadas de una superficie de agar que en extendidos
provenientes de cultivos en medio liquido.

Para evitar cualquiera de estos problemas se realizaron los extendidos de cultivos

desarrollados tanto en placa como en caldo nutritivo con un tiempo de incubacién de 24
horas.
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M Prueba de glucosa (Oxidacién-Fermentaci6n)

Anexo H

Anexo H.

Tabla 2.3 Datos para la comparacién de resultados en la prueba de glucosa (Koneman y

col., 1989)
Reaccion Tubo con reaccion Tubo abierto Tubo cubierto o
sellado
Oxidacién (O) Abierto Amarillo Verde
Fermentacién (F) Cubierto Amarillo Amarillo
anaerogénica
Fermentaciéon (F) Cubierto Amarillo (G) Amarillo (G)
anaerogénica
Ni fermentacion (F) Ninguno Azul o Verde Verde
Ni Oxidacién (O)
Fermentacioén (F) y Ambos Amarillo (G) Amarillo (G)
Oxidacién (O)
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