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Resumen

La finalidad de esta investigacion fue inmovilizar al zigomiceto Rhizpus oryzae ENHE en
un soporte sintético para estudiar la remocion de pentaclorofenol (PCF) en cultivos
sumergidos. Se probaron dos soportes sintéticos: espuma de poliuretano (PUF), y fibra de
nylon. Debido a que los dos soportes sintéticos retienen por si solos PCF, fue necesario
caracterizar la sorcion de PCF con el fin de cuantificar correctamente el PCF removido por
el hongo. Los resultados cinéticos experimentales mostraron que la sorcién de PCF en PUF
y en fibra de nylon se ajusta al modelo cinético de pseudo-segundo orden. En el PUF el
PCF alcanzd un equilibrio de sorcion en aproximadamente 2 h, mientras que la fibra de
nylon alcanzé el equilibrio de sorcion en aproximadamente 5 dias. Después de determinar
cuanto tiempo toma alcanzar el equilibrio de sorcion de PCF en los dos soportes sintéticos,
se determind la mayor concentracién de PCF que puede ser sorbida por los dos soportes
sintéticos (saturacion de PCF), mediante isotermas de sorcion. Los resultados
experimentales de isotermas de sorcion de PCF en el PUF y en la fibra de nylon se
ajustaron a la isoterma de Langmuir mediante la linearizacion tipo Il. A partir de la
isoterma de Langmuir se encontré que el PUF mostr6 una capacidad de sorcién maxima de
PCF de 268.6 mg PCF g™ PUF, mientras que la fibra de nylon mostré una capacidad de

sorcién maxima de PCF de 3.0 mg PCF g* nylon.

Con base en observaciones al microscopio del crecimiento de R. oryzae ENHE, se encontr
que bajo condiciones de saturacion con PCF, R. oryzae ENHE crecié poco en el PUF
debido a la alta concentracion de PCF sorbido en comparacion con el cultivo con PUF sin
PCF. Mientras que el crecimiento de R. oryzae ENHE en la fibra de nylon saturada con
PCF vy fibra de nylon sin PCF fue muy similar. Por lo que, se eligié a la fibra de nylon
saturada con PCF como soporte para la inmovilizacién de R. oryzae ENHE. EI maximo
crecimiento de R. oryzae ENHE en la fibra de nylon saturada con PCF se observo a las 36 h
de cultivo y fue de 18.6 mg biomasa seca g™ nylon. R. oryzae ENHE inmévil en fibra de
nylon saturada con PCF logr6 remover, de cultivos sumergidos con medio de cultivo
Merlin-Norkrans, el 87% de 12.5 mg PCF L™ en 24 h y 92% de 25 mg PCF L™"en 72 h.
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Abstract

The objective of this investigation was immobilized at Rhizopus oryzae ENHE in a
synthetic support to remove PCP. It was tested two synthetics supports: polyurethane foam
(PUF) and nylon fiber (nylon wed). Both synthetic supports retain PCP by themselves, and
then it was necessary to characterize the sorption of PCP in order to quantifier the PCP
removed by the fungus. The kinetic results showed that the sorption of PCP in PUF and
nylon fiber is fit to the pseudo second order model. The sorption of PCP in PUF reached
the equilibrium time in approximate 2 h, while the nylon fiber reached the equilibrium time
in approximate 5 days. After determining the equilibrium’s time of PCP in the both
synthetic supports, it was determined the biggest concentration of PCF that it can be sorbed
by both synthetic supports (saturation of PCP), through the sorption isotherm. The results
of sorption isotherms of PCP in PUF and nylon fiber are fit to the Langmuir isotherm
through the linearization type Il. The PUF showed a maximum adsorption ability of 268.6
mg PCP g™ PUF, while the nylon fiber showed a maximum adsorption ability of 3.0 mg
PCP g™ nylon.

It was found that under conditions of saturation with PCF R. oryzae ENHE grew better into
saturated nylon fiber with PCP than into PUF, because of the high PCP concentration
sorbed by the PUF. Therefore, it was chosen the saturated nylon fiber with PCP as a
support to immobilization of R. oryzae ENHE. The maximum growth of R. oryzae ENHE
into saturated nylon fiber with PCP was observed at 36 h of cultivation, and it was 18.59
mg dry biomass g™ nylon. R. oryzae ENHE immobilized in saturated nylon fiber with PCP
removed 87% of 12.5 mg PCP L™ at 24 h and 92% of 25 mg PCP L™ at 72 h.
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Introduccion

1. Introduccion

1.1 Pentaclorofenol (PCF)

El Pentaclorofenol (PCF) es un compuesto organoclorado de origen antropogénico que esta
constituido por un fenol que tiene sustituidos los atomos de hidrogenos del anillo aromatico
por cloros. Y contiene C (27.03%), Cl (66.59%), O (6%), y H (0.38%) (Figura 1.1).

OH
Cl Cl

Cl Cl
Cl

Figura 1.1 Molécula del PCF.

El PCF fue sintetizado por primera vez en 1841, sin embargo su produccion a escala
industrial empez6 a partir de 1936 en los Estados Unidos de Norte América por Dow
Chemical Company y Monsanto Chemical Company (Fisher, 1991). Existen dos procesos
para la produccion de PCF: 1) La cloracion directa de la molécula de fenol descrita por
Boehringer, y 2) La hidrdlisis alcalina del hexaclorobenceno descrita por Dow. En Europa
la produccion de PCF se realiza por ambos métodos. Mientras que en los Estados Unidos

de Norte América se realiza solo por el método de Boehringer (Williams, 1982).

La cloracion de fenol por el proceso de Boehringer ocurre en dos etapas. En la primera
etapa el cloro es burbujeado a través del fenol a 100°C para producir tri- y
tetraclorofenoles. En la segunda etapa la temperatura se incrementa gradualmente hasta
Ilegar a 180°C, posteriormente la mezcla de reaccion se mantiene a ésa temperatura para
que se complete la cloracion de los clorofenoles, y formen PCF. Sin embargo, la sintesis de
PCF tiene solamente un rendimiento del 85-90%, por lo que existen sub-productos. Entre
los mas destacados se encuentra el Tetraclofenol (4-8%), Triclorofenol (< 0.1%), moléculas
cloradas complejas (2-6%), y compuestos causticos insolubles (1%) (Johnson y col., 1973).

Las altas temperaturas en la sintesis de PCF favorecen la formacion de moléculas clorada
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complejas; entre las cuales destaca el hexaclorobenceno, algunas dioxinas y furanos, como

se muestra en la figura 1.2 (Jensen y Renberg, 1972).

Cl Cl o] Cl
CI:©:O:©:CI Cl l l Cl Cl Cl Cl Cl
Cl o Cl CI: ! o ! o] Cl Cl Cl

Cl Cl Cl OH
Hexaclorodibenzo-p-dioxina Hexaclorodibenzofurano Hexaclorobenceno Tetraclorofenol

Figura 1.2 Principales sub-productos del PCF (Fisher, 1991)

1.2 Caracteristicas Fisicas y Quimicas del PCF

Se puede encontrar al PCF de dos formas, como molécula neutra 6 en forma de anion,
como pentaclorofenolato. EI PCF es un acido débil, aunque la presencia de atomos de cloro
lo hace mas acido que el mismo fenol. La sal sodica del PCF es relativamente soluble en
agua, mientras que la molécula neutra solo es soluble en solventes orgéanicos. La molécula
del PCF es relativamente estable y no sufre descomposicion a grandes periodos de elevada
temperatura (menores de 310°C). Debido a que el PCF est& constituido de una estructura
fenolica, puede sufrir las reacciones quimicas usuales de los fenoles. Sin embargo, la
presencia de cinco atomos de cloro hace que el grupo hidroxilo sea menos reactivo en
muchos casos. Puesto que todos los atomos de hidrogeno en la molécula del fenol han sido
remplazados por &atomos de cloro, las reacciones mas comunes de los fenoles
(acoplamiento 6 sustitucion) no pueden ocurrir. En presencia de metales pesados el PCF
puede formar compuestos insolubles en agua que generalmente son altamente coloridos. El
pentaclorofenolato de cobre, por ejemplo, es purpura, con plata es dorado, y en presencia de
una sal de mercurio es amarillo limon (Carswell y Nason, 1938). Algunas propiedades

Fisicas y Quimicas del PCF se resumen en la tabla 1.1.

Tabla 1.1 Propiedades Fisicas y Quimicas del PCF (WHO, 1987; WBK & Associates Inc. 2004)

PROPIEDADES VALOR
Peso molecular 266.64 g mol™
Estado fisico Sélido cristalino monociclico
Grado técnico: gris oscuro-café
Punto de fusién 174°C
Punto de ebullicién 310°C (descomposicion)
Gravedad especifica (liquido) 1.978 (a 22°C)

Gravedad especifica (gas) (aire =1) 9.20
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Presion de vapor 0.00011 mm de Hg (a 20°C)
Solubilidad en agua Ligeramente soluble en agua
5mgLta0°C

8 mg L™ a20°C (pH 8)
35mg L™ a50°C

Solubilidad Soluble en benceno, muy soluble en etanol,
metanol y éter etilico

pKa 475

Constante de la ley de Henry 2.75x10°® atm m*® mol™*

Umbral de olor 0.857 mg L™ a 30°C (en agua)
12 mg L't a 60°C (en agua)

Factor de conversion a vapor 1 mg m®=0.001 ppm

(a25°C y 101.3 kPa)

1.3 Usos del PCF

El uso méas importante del PCF debido a su alta actividad citotoxica esta en el campo de la
preservacion, principalmente como preservador de maderas, y como agente herbicida,
bactericida, fungicida, alguicida, defoliante, germicida, y molluscicida (contra caracoles y
vectores de esquistosomiasis) (Huff, 2001). Las maderas tratadas con PCF pueden ser
utilizadas tanto con fines de construcciébn como con fines ornamentales (ventanas y
marcos). Con fines de construccidn las maderas son impregnadas con una solucién de PCF
al 5% en combustibles de petroleo en cilindros de alta presion, mientras que con fines
ornamentales las maderas son simplemente sumergidas en la misma solucién de PCF que
las maderas de construccion. Estas maderas tratadas con PCF presentan algunos beneficios,
por ejemplo: conservan su apariencia natural, son limpias y no se decoloran, emiten poco
olor, y puede ser pintadas facilmente como la madera no tratada. También son facilmente
manipulables y no exudan materiales que manchen la ropa (Carswell y Nason, 1938). En
los Estados Unido de Norte América y en otros paises pertenecientes a la Comunidad
Europea, el uso del PCF como agente biocida esta prohibido desde 1988. Sin embargo, su

uso esta permitido en algunos casos, como preservador de maderas (U.S. EPA, 1990).

En México segun el Catalogo oficial de Plaguicidas (CICOPLAFEST, 2004) el uso del

PCF es restringido y solo se debe usar para las actividades mostradas en la tabla 1.2.
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Tabla 1.2 Usos oficiales del PCF segun la CICOPLAFEST.

Na-PCF PCE
Uso Actividad Toxicidad Uso Actividad Toxicidad
Fungicida-bactericida | Agricola Tratamiento de maderas I
Para plantas formuladoras de TR
Fungicida-bactericida plaguicidas '
para presgrvacmn de | Industrial Fungicida-bactericida como
maderas preservacién de maderas en el control 1, n
) de termitas, hongos y escarabajos
Industrial Fungicida-bactericida Para uso exclusivo de aplicadores de
en las area de plaguicidas: bactericida-fungicida 1
adhesivos, curtiduria, urbano para tratamiento de madera
papeleria y textiles | Urbano Para uso exclusivo de aplicadores de
Para plantas plaguicidas en el control de hongos, m
formuladoras de termitas, polillas, escarabajos, abejas y
plaguicidas hormigas de madera

Toxicidad Tipo I: Extremadamente toxico; Tipo II: Altamente toxico; Tipo Ill: Moderadamente toxico.

Estos usos estan restringidos, debe usarse equipo de proteccion y la aplicacion debe hacerse

por personal especializado.

1.4 Fuentes de contaminacion de PCF, liberacion al medio ambiente y exposicion a los
seres humanos

El PCF puede ser liberado al medio ambiente de varias formas. Puede volatilizarse a partir
de madera tratada, aguas superficiales o descargas industriales. En el aire puede dispersarse
y regresar nuevamente a tierra con la lluvia o con la nieve. Puede llegar a mantos acuiferos
superficiales y subterraneos por lixiviacién de los suelos, por erosion, a través de descargas
residuales. En los cuerpos de agua puede depositarse y contaminar los sedimentos o puede
ser consumido por los organismos encontrados en la cadena tréfica. EI PCF puede
contaminar los suelos como resultado de uso de plaguicidas, el lavado de maderas tratadas,
derrames industriales y los sitios de confinamiento de residuos peligrosos. Las plantas son
capaces de sorber el PCF y almacenarlo en sus raices, por lo que pueden ser consumidas
por el ganado Yy asi llegar hasta el ser humano a través de la cadena alimenticia (Fernandez
y col., 2004).

Se ha observado que las principales fuentes de exposicion de PCF para los seres humanos
son los lugares de trabajo, el hogar, el aire de interiores y exteriores, el agua potable, y la

comida. La intoxicacidn con PCF se presenta por inhalacion, ingestion de agua 6 alimentos
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contaminados, y por absorcién a través de la piel; por medio de madera, aceite,
combustible, y agua contaminada (Fisher, 1991). Horstman y col., (1989), realizaron
estudios de absorcion (penetracion) de PCF y tetraclorofenol en cadaveres de seres
humanos. Ellos encontraron que la absorcion de estos organoclorados en la piel humana
esta en funcion de las formas anionicas 6 neutras de las moléculas de PCF y tetraclorofenol.
Sus resultados mostraron que la piel humana absorbe el 62% y 63% del PCF y
tetraclorofenol, respectivamente, cuando estan disueltos en gas6leo, mientras que en
solucién acuosa la piel humana solo absorbe el 16% y 33% del PCF y tetraclorofenol,
respectivamente. Estos resultados contrastaron con los reportados por EPA que habia
estimado que la piel humana solo podia absorber el 50% del PCF disuelto en gaséleo, y el

1% del PCF disuelto en solucion acuosa.

0.9% ~5.1%

B Vegetales

M Leche

W Carne de Vacuno
B Pescado

M Airey agua

Gréfico 1.1 Distribucion del PCF en los principales alimentos consumidos por los seres humanos (Fisher, 1991).

Se estima que el 96.5% del PCF en el ambiente se encuentra en suelos, 2.5% en agua, 1%
en el aire, y menos del 1% en sedimentos suspendidos y organismos en sistemas acuaticos.
Debido a esto, el 99.9% de la intoxicacion humana con PCF se da por medio de la cadena
alimenticia, principalmente con frutas, vegetales, y granos (grafico 1.1). Se ha estimado que
en la dieta diaria de un adulto en los Estados Unidos de Norte América, la concentracion
de PCF es tan grande como 6 pg (Yang y col., 2005).

Ledn-Santiesteban, H.H.



Introduccion

1.5 Toxicidad del PCF

1.5.1 Efectos en la salud humana

La poblacion en general estd expuesta al PCF mediante tres vias principales: 1) por
ingestion de agua 6 alimentos contaminados; 2) por contacto dérmico con el agua o suelo
contaminado u objetos de madera tratados; y 3) por inhalacion por vapores derivados de
productos tratados (Fernandez y col., 2004). La exposicion prolongada de PCF puede
causar conjuntivitis, sinusitis cronica, enfermedades cronicas del tracto respiratorio,
enfermedades cronicas de la piel, e incremento en la temperatura. En personas expuestas
ocasionalmente al PCF, como personas que viven en casas donde el PCF fue usado como
preservador de madera, presentan un gran numero de sintomas, que se clasifican desde
“leves” hasta “severos”; entre los méas frecuentes se encuentran mareos, dolor de cabeza,
irritacion de las vias respiratorias, dolores abdominales, desordenes neuroldgicos y
enfermedades de la piel (Seiler, 1991). A nivel nacional e internacional el PCF esta
clasificado dentro del grupo B2, probable carcinégeno humano (insuficiente evidencia en
animales) por EPA (CICOPLAFEST, 2004).

1.5.2 Interpretacion bioquimica de la toxicidad del PCF

Como se menciond anteriormente el incremento en la temperatura corporal, sed,
transpiracion, fatiga muscular, problemas de respiracion y mareos, causados por la
intoxicacion del PCF, pueden ser explicados por la falta de produccion de ATP y por una
produccion excesiva de calor. Se sabe que el principal efecto del PCF a nivel celular es el
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa (Weinbach, 1954; Weinbach, 1957; Escher y
col., 1996).

El PCF al ser una &cido débil, en fluidos fisioldgicos esta disociado en su forma anionica.
El pentaclorofenolato puede penetrar la membrana mitocondrial exterior y alcanzar el
espacio intermembrana, donde se protona debido a la alta concentracion de H'. La
molécula neutra del PCF puede atravesar la membrana mitocondrial interna, donde es
nuevamente disociado a pentaclorofenolato, debido a la diferencia de pH, que es de
aproximadamente 0.6 unidades. El pentaclorofenolato formado, de nuevo atraviesa la

membrana mitocondrial interna y se protona nuevamente, repitiendo el ciclo. Este
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mecanismo permite el regreso de H* a la matriz mitocondrial impidiendo el paso de los H*
a través de ATPasa, disminuyendo la sintesis de ATP (Boelsterli, 2007). Es por esto que el
PCF es considerado como un protonoforo (transportador de protones). El desacoplamiento

de la fosforilacion oxidativa causado por el PCF se muestra en la figura 1.3.

Mitocondria

Espacio intermembrana

Cl

Cl Cl
Cl

Cl
Cl

Citosol Matriz mitocondrial

Figura 1.3 Mecanismo de reaccion del desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa con PCF (Boelsterli, 2007).

Las consecuencias del desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa (ademas de la
produccion insuficiente de ATP) son un incremento en la frecuencia respiratoria, y un
incremento en la pérdida de energia en forma de calor. En otros palabras, bajo esas
condiciones las mitocondrias se han convertido de un organelo productor de ATP a un

organelo productor de energia en forma de calor (Boelsterli, 2007).

También se ha observado que el PCF puede inhibir a la sulfotransferasa, encargada de

transferir un grupo fosfato del 3’-fosfoadenosina 5’-fosfosulfato (PAPS) a un sustrato
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xenobiotico, aumentando asi su solubilidad en agua, para posteriormente eliminarlo a través

de la orina (Boles y Klaassen, 2000).

1.6 Soportes sintéticos

1.6.1 Espuma de poliuretano (PUF)

La espuma de poliuretano (PUF) es un material plastico en el cual una porcion de fase
solida se remplaza por gas en forma de pequefas burbujas (celdas de aire). Desde un punto
de vista geométrico, si las burbujas ocupan un volumen mas pequefio que el 76%, estas
podran ser esféricas, mientras que si ocupan un volumen mas grande que el 76%, estas
seran poliedros cuasi-esféricos. Los PUF se han creado con texturas suaves, flexibles y
rigidas usando una variedad de poliésteres y poliéteres. Las reacciones mas importantes
para la preparacion de espumas de uretanos son: 1) entre isocianatos y compuestos con
grupos hidroxil; por ejemplo: Poliésteres (etilen glicol y acido adipico) 6 Poliol poliéter, y
2) entre isocianatos y agua para liberar CO, (Lemos y col., 2007). La figura 1.4 muestra el

mecanismo general de reaccion para la formacion de uretanos.

H

|

S OH + OCNA ———> /\/\/O\C/N
[
(@)

Poliol Poliéter Isocianato Enlace uretano

Figura 1.4 Mecanismo de reaccion para la formacion de espuma de poliuretano (PUF) (Elwell y Ryan, 1996).

Los isocianatos mas ampliamente utilizados han sido: 2,4-toluendiisocianato, 4,4-
bencendiisocianato, y 1,5-naptalendiisocianato. La figura 1.5 muestra la estructura general

de un prepolimero para la sintesis de PUF a partir de toluendiisocianato (Billmeyer, 1984).

[l I
H,C I}I—C—O—B—O—C—l}l CH NCO

NCO I?I—C—O—B—O—C—I}I CH

Figura 1.5 Prepolimero para la sintesis de PUF a partir de toluendiisocianato, donde el grupo “B” puede ser algun poliéter

o poliéster (Billmeyer, 1984).
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1.6.2 Fibra de poliamida

El término “nylon” es aceptado como equivalente genérico para englobar a las poliamidas

Introduccion

sintéticas, estas se caracterizan por tener un enlace amida. Entre las poliamidas mas

utilizadas comercialmente se encuentran el nylon-6 y el nylon-6,6. Histéricamente la

produccion dominante de nylon-6,6 se ha realizados por los Estados Unidos de Norte

América, mientras que la mayor produccion de nylon-6 por paises europeos (Carreher,

2007). El mecanismo de reaccion para la sintesis de nylon-6 y -6,6 se muestra en la figura

1.6.

Acido adipico

o
i
N—H
* C\ *
— wg
H
Caprolactama nylon-6
1]
H N/\/\/\/NHz E—

Hexametilen diamina

Figura 1.6 Sintesis de nylon-6 y -6,6 (Carraher, 2007; Rudin, 1987)

nylon-6,6

La polimerizacion del Caprolactama se realiza agregando agua para abrir el afillo, y

calentando a altas temperaturas, para formar el polimero lineal. Al igual que la sintesis de

nylon-6, la sintesis de nylon-6,6 se realiza sin catalizador, puesto que el acido adipico

autocataliza la reaccion a altas temperaturas (270-280°C) en presencia de acido acético

(Billmeyer, 1984).

1.6.3 Principales propiedades y usos de los soportes sintéticos

Polimero

Propiedades

Usos

Referencia

Poliamida (Nylon)

Espuma de poliuretano
(PUF)

Fuerza, elasticidad y
resistencia a la abrasion,
dureza; resistencia favorable a
solventes; solo el fenol, cresol
y acido férmico pueden
disolverlo a  temperatura
ambiente. Y resistencia a la
humedad.

Fuerza por unidad de peso,
rebote y alta fuerza de
impacto.

Fibras: Alrededor del 60%
de la produccion de nylon se
destina a productos
relacionados con el hogar
(sogas, bandas, pafios
abrasivos, hilos y
mangueras). Un 20% se usa
en prendas de vestir, y solo
un 10% se utiliza para
cuerdas de neumaticos.

Almohadas y cojines.

Carraher, 2007;
Billmeyer, 1984

Carraher, 2007
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1.7 Adsorcion
La adsorcion se define como la concentracion preferencial de una especie en la interface
entre dos fases: gas-solido 0 liquido-sélido (Hill, 1977). Es posible dividir el fendmeno de

adsorcion en dos principales clases: la adsorcion fisica y la adsorcion quimica.

La adsorcidn fisica (fisisorcion) es poco especifica y en algunas ocasiones es similar al

proceso de condensacion. Las fuerzas de atraccion de las moléculas del fluido a la
superficie solida son relativamente débiles, y la entalpia que se desprende durante el
proceso de adsorcion exotérmica es del mismo orden de magnitud que la entalpia de
condensacién. El equilibrio entre la superficie sélida (adsorbente) y las moléculas del
adsorbato (especie adsorbida) se alcanza rapidamente y es facilmente reversible (Smith,
1981). La adsorcién fisica surge de fuerzas intermoleculares que involucran dipolos
permanentes, dipolos inducidos e interacciones cuadripolo (implican fuerzas de van der

Waals 0 fuerzas de valencias secundarias) (Hill, 1977)

La adsorcion quimica (quimisorcién) es muy especifica e involucra interacciones quimicas

con transferencia de electrones del adsorbente y el adsorbato. De acuerdo con el trabajo
pionero de adsorcion realizado por Langmuir (1916), las moléculas adsorbidas se
mantienen en la superficie del absorbente por fuerzas de valencias del mismo tipo a las
encontradas en los atomos formando moléculas. Puesto que en la adsorcion quimica se
lleva a cabo una reaccion quimica entre la superficie del adsorbente y el adsorbato, se
requiere cierta especificidad. La adsorcion quimica solo se puede realizar si el adsorbato es
capaz de realizar enlaces quimicos con el adsorbente y formar una mono-capa (Smith,
1981).

El principal criterio para diferenciar a la adsorcion fisica de la quimica es la magnitud del
cambio de la entalpia que acompafia al proceso de adsorcion. La energia involucrada
cuando ocurre un proceso de adsorcién fisica es de 2 a 6 kcal mol™. Para la adsorcién fisica
la entalpia de adsorcion a menudo se encuentra entre el calor de vaporizacion y el calor de
sublimacion. Por el contrario, los cambios de entalpia que acompafian a la adsorcién

quimica son significativamente mas grandes que los encontrados en la adsorcidn fisica y en
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algunos casos pueden exceder 100 kcal mol™. Sin embargo, los cambios de entalpia mas a

menudo reportados se encuentran entre 10 y 50 kcal mol™ (Hill, 1977).

Un segundo criterio que es frecuentemente utilizado para diferenciar empiricamente la
adsorcién quimica de la fisica es la velocidad a la cual ocurre le proceso de adsorcion, en
particular, la dependencia de la temperatura sobre la velocidad. Para la adsorcion fisica de
un gas sobre una superficie solida, el equilibrio se alcanza muy rapidamente y es reversible.
La adsorcion fisica se realiza tan rapidamente que la velocidad de adsorcidn observada es
limitada por la velocidad a la cual las moléculas se pueden transportar a la superficie de
adsorcién. La adsorcion quimica puede ocurrir a velocidades comparables a la adsorcion
fisica, o en algunos casos a velocidades mucho maés lentas, dependiendo principalmente de
la temperatura. Muchos tipos de adsorcion quimica se caracterizan por una energia de
activacion finita y por lo tanto apreciable por encima de determinadas temperaturas
minimas. A este tipo de adsorcion se le conoce como adsorcidén quimica activada. Sin
embargo en algunos sistemas la adsorcion quimica puede ocurrir muy rapidamente, incluso
a bajas temperaturas y tener energias de activacion cercanas a cero. A este tipo de adsorcion

se le conoce como adsorcién quimica no activada (Hill, 1977).

Un tercer criterio empirico para diferenciar la adsorcion quimica de la fisica se basa en el

efecto de la temperatura sobre la cantidad de materia adsorbida (figura 1.7).

bt Actvidad cobica —

Epeidlibrz e f2
quimisgreidn

\
e
\

\

Cantidad adsarbida

-

quimMisgrcidn

\
iz ome DN
Rango bwite de \yl(\ bsisarcida
/

7 S

Temperatwa, T ——>

Figura 1.7 Efecto de la temperatura sobre la cantidad adsorbida por adsorcion simultanea fisica y quimica activada (Hill, 1977).
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En la figura 1.7 se observa que a bajas temperaturas, el proceso dominante es la adsorcion
fisica y la cantidad de adsorcion quimica es insignificante. La cantidad de materia
adsorbida fisicamente disminuye con el incremento de la temperatura. Dentro de la escala
de tiempo normal de un experimento de adsorcion la cantidad de material adsorbido via
adsorcion quimica incrementard con la temperatura en un intervalo de temperaturas bajas.
Consecuentemente su contribucion al total llegara a ser mas significativa a medida que la
temperatura sube, y eventualmente alcanzard un punto en el cual la disminucion en la
adsorcion fisica con un incremento en la temperatura se compensa por el incremento en
cantidad de materia que puede ser adsorbida por adsorcion quimica. A mas altas
temperaturas la velocidad de desorcion del estado de adsorcion quimica empieza a ser
importante, y la curva llegara a un maximo local y luego disminuira. A temperaturas altas
se puede alcanzar el equilibrio con respecto al proceso de adsorcion quimica, pero si hay un
exceso de temperatura se perderd el equilibrio y se desorbera poco a poco la materia
adsorbida quimicamente (Hill, 1977).

1.8 Cinética de adsorcion

1.8.1 Cinética de adsorcidn de Pseudo-primer orden

La ecuacion de velocidad de adsorcion de pseudo-primer orden fue originalmente disefiada
por Lagergren en 1898 para sistemas de adsorcion liquido-sélido. Lagergren estudio la
adsorcién de acido oxalico y maldnico en carbon vegetal. La expresion de velocidad de
adsorcion resultante de estos estudios generalmente se expresa de la siguiente manera (Ho
and Mckay, 1998):

d
= k1(qe — q¢) (1)

Donde g Yy q: (Mg g™) son las capacidades de adsorcion en el equilibrio, y en un tiempo t,
respectivamente (mg g™) y ki es la constante de adsorcién de pseudo-primer orden (min™).
Si se integra la ecuacion 1 con las condiciones frontera: t =0 parat =t y g; = 0 para g; = q,
se obtiene la ley de velocidad integrada para una reaccion de adsorcion de pseudo-primer

orden, la cual llega a ser:
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de _
Qe_‘h) N klt (2)

log (
De la ecuacioén 2 se obtiene la forma lineal:

k1
2.303

log(qe — q¢) = log(qe) — ¢t (3)
A partir de la ecuacién 3 se pueden encontrar las constantes cinéticas k; y ge. La ecuacion 3
aplicada a los resultados experimentales generalmente difiere de una ecuacion de primer

orden verdadero, en dos formas:

1) El parametro ki(ge-qt) no representa el nimero de sitios disponibles para la adsorcion.

2) EIl parametro log(ge) es una parametro ajustable y a menudo se encuentra que no es
igual a la intercepcién de una grafica log(ge-q;) contra t, mientras que un log(ge) de
primer orden verdadero deberia ser igual a la intercepcion de una grafica log(Qe-qr)

contra t.

1.8.2 Cinética de adsorcién de Pseudo-segundo orden

En 1995, Ho presento la expresion de velocidad de adsorcién de pseudo-segundo orden, la
cual demuestra como la velocidad de adsorcion depende de la capacidad de adsorcién en el
equilibrio y no de la concentraciéon del adsorbato (Ho, 2004). Ho estudi6 la adsorcion de
Cu®" en turba y encontr que la adsorcién era debida principalmente a grupos funcionales
polares (como aldehidos, cetonas, 4cidos y grupos fenélicos). La reaccion turba-Cu?* puede

ser representada de dos formas (Ho, 2006):

2P~ + Cu*t & CuPp, 4)
y
2HP + Cu?* & CuP, + 2H™ (5)

Donde Py HP son los sitios polares donde se lleva a cabo la adsorcién. Teniendo en

cuenta lo anterior las expresiones de velocidad se pueden escribir como:
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LB = iy [(PYy — (P).? ©®)
o}
LB — e, [(HP)o — (HP),]? @)

dt

Donde (P): y (HP), son el numero de sitios activos ocupados en la turba en un tiempo t, y
(P)o y (HP)o son el numero de sitios disponibles en el equilibrio en la turba. Las ecuaciones

de velocidad de adsorcion pueden ser re-escritas de la siguiente manera:

Y — ko (qe — qp)? (8)

dt
En la ecuacion 8 la fuerza impulsora (Qe-gi) es proporcional a la fraccién de sitios
disponibles, . es la cantidad de materia adsorbida en el equilibrio (mg g™), g es la cantidad
de materia adsorbida en un tiempo t (mg g) y k» es la constante de velocidad de adsorcién

de pseudo-segundo orden (g mg™min™).
Separando las variables de la ecuacion 8 se obtiene:

d
e = fadt ©)

E integrando la ecuacion 9 con las condiciones frontera t=0 para t=t y q;=0 para g=q;, Se

obtiene:
2
_ Qe kot
qc = 1+qokot (10)

Donde la ecuacion 10 es la ley de velocidad integrada para una reaccion de adsorcion de

pseudo-segundo orden. La ecuacion en su forma lineal:

G =—"T_=* (11)
k2qe qe
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+=t (12)

h = kZ qu (13)

Donde h es la velocidad de adsorcién inicial (mg g™*min™) cuando gy/t se aproxima a 0. Las
constantes del modelo de adsorcion de pseudo-segundo orden se pueden encontrar

graficando t/g; contra t.

1.9 Isotermas de adsorcion

La cantidad de material adsorbido en un sistema depende de la temperatura y la presion o la
concentracion del adsorbato. Si la temperatura se mantiene constante durante el
experimento, el grado de adsorcién puede estudiarse como funcion de la presion o la

concentracion y generar asi lo que se conoce como la isoterma de adsorcion.

1.9.1 Isoterma de Freundlich
La expresion de la isoterma de Freundlich es una ecuacion exponencial que asume que
cuando la concentracion de adsorbato incrementa también lo hace la concentracion de

adsorbato en la superficie del adsorbente (Allen y col., 2004; Freundlich, 1906):

g, = KpC, '/ (14)
e FLYe

En la ecuacion 14, Ke y 1/n son las constantes de Freundlich. Donde Kg es un indicador de
la capacidad del adsorbente y 1/n es una medida de la heterogeneidad de la superficie de
adsorcion (esta constante toma valores entre 0 y 1). Se tiene una mayor heterogeneidad
superficial si el valor de 1/n se acerca a 0 (Ahmaruzzaman y col., 2005), si 1/n < 1 la
adsorcion es favorable y si 1/n > 1 la adsorcion es desfavorable. Tedricamente la expresion
de Freundlich nos indica que una cantidad infinita de adsorcion puede ocurrir (Freundlich,
1906). Para determinar los parametros Kg y 1/n, se utiliza la forma linear de la ecuacion de

Freundlich:
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log(q.) = log(Kr) + 1/ logiitc,) (15)

1.9.2 Isoterma de Langmuir

En 1916 Langmuir desarrollé6 un modelo simple para predecir la adsorcion de un gas sobre
una superficie como funcidn de la presion del fluido. Sin embargo, este modelo es aplicable
tanto a la interfase sélido-liquido como a la interface sélido-gas, y se basa en las siguientes
hipétesis (Doménech y Peral, 2006):

1. La superficie del sélido contiene un nimero determinado de sitios de adsorcion (lugares
de la superficie del adsorbente donde se acomodan moléculas de adsorbato). En el
equilibrio, una determinada fraccion de sitios estan ocupados (6), mientras que el resto,
1-0, permanecen vacios. En el equilibrio la velocidad de adsorcion y la velocidad de
desorcidn son iguales.

2. Las moléculas del adsorbato adsorbidas forman una mono-capa en la superficie.

3. La entalpia de adsorcion, consecuencia directa de la fuerza de las interacciones
adsorbato-adsorbente, no depende de la fraccion de superficie recubierta. Esto significa
que todos los sitios de adsorcion son equivalentes, es decir, que la superficie es
uniforme.

4. No se establecen interacciones entre moléculas vecinas. Los sitios de adsorcion estan
suficientemente alejados entre si, de manera que las moléculas de adsorbato contiguas

no ejercen ninguna influencia.

Para entender el modelo de Langmuir se propone el siguiente esquema dindmico que

representa la adsorcion (Liu, 2006):
A+ B < AB (16)

Donde A representa al adsorbato, B representa al adsorbente sélido y AB representan al
complejo adsorbente-adsorbato. Para la ecuacion 16 la constante de equilibrio se puede

expresar como:
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K =221 17)

De acuerdo con la definicion de constante de equilibrio [AB], [A] y [B] son las
concentraciones molares de los respectivos componentes. EI nimero de moles de adsorbato

unidos por mol de adsorbente (q) se puede escribir como:

_ _|4B]
1= TB1+148] (18)
Sustituyendo la ecuacion 17 en la ecuacion 18 se tiene:

_ _KIA]
9= 1okl (19)
Y una constante de disociacion = 1/K (20)

Si el adsorbente tiene n sitios de unién idénticos, la isoterma de adsorcion se puede

considerar como la suma de cada uno de los sitios de union:

(21)

La ecuacién 21 muestra que la capacidad de adsorcién méxima teérica es n mol mol™.
Multiplicando ambos lados de la ecuacién 21 por el cociente del peso molar del adsorbato

(Ma) vy el peso molar del adsorbente (Mg) se obtiene:

My My K[A]

s 17 ™, 1k1a] (22)

El término (Ma/Mg)q se considera Q y el término n(Ma/Mg) se considera Qn, por lo que la

ecuacion 22 se reacomoda como:
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_ OmKIA]
Q= 1+K[A] (23)

Donde Q (g A g B) es la capacidad de adsorcién, Qn (g A g B) es la capacidad de
adsorcion maxima y K es la constante de equilibrio de adsorcién (L mol™). A la ecuacién
23 se le conoce como la isoterma de Langmuir. Se debe enfatizar que la [A] en la ecuacion

23 es la concentracion molar del adsorbato A en el equilibrio.

En la practica es frecuente expresar las concentraciones del adsorbato en el equilibrio con
unidades de concentracion diferentes a las molares, por ejemplo: mg L™ o pg L, entre
otras. En estos casos la nomenclatura de la isoterma y las unidades de la constante de

adsorcion de Langmuir cambian, como se muestra en la ecuacion 24.

qmkaCe
de = Tir.c, (24)

En la ecuacién 24, . (mg g™* o ug g™) representa a la capacidad de adsorcién en el
equilibrio, gr, representa a la capacidad de adsorcion maxima, K, representa la constante de
adsorcion de Langmuir (L mg™ o L pug™) y Ce representan a la concentracion del adsorbato
en el equilibrio (mg L™ o pug L™). En este estudio la nomenclatura utilizada en adelante es

la correspondiente a la ecuacién 24.

Las constantes de la isoterma de Langmuir, gn Y Ka Se evalUan a través de la linearizacion

de la ecuacién 24, como se puede observan en la tabla 1.3.

Tabla 1.3 Formas linearizadas de la ecuacion de la isoterma de Lamgmuir.

Linearizacién  Forma linearizada Referencias
1 1 \1 1
Tipo 1 —= ( )— +— Langmuir, 1916 (25)
P de \KoGm/Ce  qm
. c, 1 1
Tipo 2 —=—C, +5— Ahmaruzzaman y col., 2005; Ho, 2004 (26)
e Gnm KaGm

1.10 Inmovilizacién de microorganismos con fines de biorremediacion
La inmovilizacién de microorganismo con fines de biorremediacion puede traer ciertas

ventajas sobre las células libres, como por ejemplo: mayor estabilidad, menor influencias
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de factores ambientales externos, una separacion de biomasa mucho mas rapida y sencilla
(Jiang y col., 2006), mayores tiempos de retencion de biomasa, manipulacion de la tasa de
crecimiento, proteccion contra altas concentraciones de compuestos recalcitrantes que son
toxicos para las células libres, y la facilidad de uso en procesos continuos (Fang y col.,
2004). Para la inmovilizacion de los microorganismos se han utilizado una gran variedad de
soportes, tanto naturales como sintéticos. De los principales soportes naturales destacan las
carrageninas, el quitosan y muchas variedades de alginatos, por sus bajos costos y su
capacidad para ser biodegradados (Liouni y col., 2008). No obstante, también se han
utilizado desechos, como las virutas de madera (Lu y col., 2009). Dentro de los soportes
sintéticos destaca la espuma de poliuretano (PUF) (Susla y Svobodova, 2008), el
poliestireno (Urek y Pazarlioglu, 2005), y en menor grado el alcohol polivinilico (Fang y
col., 2004), entre otros. Estos soportes sintéticos se han utilizado en gran medida debido a

su alta capacidad de reutilizacion, en comparacion con los soportes naturales.

Fang y col., (2004) inmovilizaron a Penicillium funiculosum Thom y a Sphingomonas
sanguinis en perlas de alcohol polivinilico (PVA) para la degradacion del colorante azo
4BS. Estos autores encontraron que el consorcio inmovil degradd practicamente todo el
colorante, y ademas lo mineralizd. También, pudieron reutilizar la biomasa inmovilizada en
30 ciclos, sin perder la capacidad de degradacion. Zouari y col., (2002) inmovilizaron a P.
chrysosporium en espuma de poliuretano (PUF) y discos de poliestireno para la
degradacién de 4-clorofenol (4-CF). Estos autores mostraron que la biomasa de P.
chrysosporium inmévil en PUF pudo degradar completamente 100 mg 4-CF L™ en dos
ciclos de alimentacion, que duraron 4 y 6 dias, mientras que solo pudo degradar el 90% de
100 mg 4-CF L™ en el dltimo ciclo de alimentacion a los 12 dias. La degradacién de 4-CF
con biomasa de P. chrysosporium inmavil en discos de poliestireno se realizé en un reactor
de biodiscos (RBC) en tres ciclos de alimentacion. En el primer ciclo hubo una degradacion
completa de 100 mg 4-CF L™ en dos dias, mientras que en el segundo y tercer ciclo se
degradd 80% de 200 mg 4-CF L™ en solo un dia. Jiang y col., (2006) inmovilizaron a P.
chrysosporium en perlas de alginato para la degradacién de PCF en un suelo enriquecido
con composta en un biorreactor. Estos autores mostraron que la velocidad de degradacién

de PCF con P. chrysosporium inmovilizado fue mayor en comparacion a la degradacion
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con P. chrysosporium sin inmovilizar, ya que, P. chrysosporium inmovilizado degradé el
50% de PCF presente (100 mg Kg™ suelo) en 9 dias, mientras que células libres de P.
chrysosporium degradaron la misma cantidad de PCF pero en 16 dias. A los 12 dias el
reactor con P. chrysosporium inmdvil habia degradado el 71.56% del PCF inicial. Sin
embargo, al final de la degradacion (60 dias) ambos reactores (con el hongo inmévil y sin

inmovilizar) alcanzaron una degradacion del 90% del PCF inicial.
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2 Antecedentes

R. oryzae es un hongo filamentoso ampliamente utilizado como productor de acido lactico,
fumarico, malico, acético, y propionico (Huang y col., 2005; Oda y col., 2003; Park y col.,
2004), asi como productor de etanol (Taherzadeh y col., 2003; Oda y col., 2003). También
se ha utilizado como productor de lipasas extracelulares para producir biodiesel (metil
éster) a partir de aceites vegetales y etanol (Ban y col., 2001; Kaieda y col., 1999). Sin
embargo pocos estudios se han dirigido a utilizar este hongo para la remocion de
compuestos  xenobioticos. De los pocos trabajos reportados con fines de remocion
utilizando a R. oryzae, se encuentra lo realizado por Leon-Santiesteban y col., (2008). Ellos
aislaron un hongo filamentoso de un aserradero en Puebla, que estaba contaminado con
clorofenoles y lo identificaron por técnicas de biologia molecular (100% de identidad en
604 nucleotidos) como R. oryzae ENHE. Estos autores también estudiaron la capacidad de
R. oryzae ENHE para crecer y remover PCF en cultivos sumergidos con medio de cultivo
Merlin-Norkrans, utilizando como Unica fuente de carbono, 10 g glucosa L™. En cultivo
sumergido R. oryzae ENHE pudo remover en promedio el 90% de 12.5 mg PCF L™ en 48

h. Esto posiblemente debido a actividades enzimaticas extracelulares de LiP y tirosinasa.
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3 Justificacion

La remocion de compuestos aromaticos clorados, especialmente el PCF tiene un gran
interés, puesto que, aun existen muchos paises con suelos y mantos acuiferos,
contaminados por este xenobiotico. Esta documentado que el PCF a nivel celular puede
desacoplar la fosforilacion oxidativa (Escher y col., 1996), y provocar la muerte en algunos
peces a concentraciones menores de 10 mg L™ (Peer y col., 1983). Debido a esto, se han
utilizado a los microorganismos para su eliminacion; principalmente a los hongos
pertenecientes a los basidiomicetos, ya que, presentan actividades enzimaticas
extracelulares altamente inespecificas. En los procesos de remocién de PCF se ha utilizado
tanto biomasa fungica libre, como biomasa fangica inmovilizada, siendo esta ultima la que
mejores rendimiento de remocion ha presentado. Debido principalmente a que en estos
sistemas se puede tener un mejor control sobre la produccion de biomasa, mayor proteccion
de la biomasa contra el estrés producido por el agente toxico, y la posibilidad de reutilizar

la biomasa inmovil en varios ciclos de remocién.

La remocion de PCF con hongos filamentosos diferentes a los basidiomicetos, como:
A. rouxii (Marcial, 2005; Marcial y col., 2006), y R. oryzae ENHE (Ledn-Santiesteban y
col., 2008) es un campo de estudio reciente e interesante que se va expandiendo cada vez
mas, debido a que lo zigomicetos presentan: 1) velocidades de crecimiento mayores a los
basidiomicetos, 2) sistemas enzimaticos extracelulares e intracelulares diferentes
involucrados en la remocion, y 3) posiblemente metabolismo de degradacion diferente a
los basidiomicetos. Anteriormente se estudid la remocion de PCF con ceélulas libres de
R. oryzae ENHE en cultivo sumergido y se encontr6 que el hongo podia remover PCF. Sin
embargo, a concentraciones superiores de 12.5 mg PCF L™ se vefa una fuerte inhibicion del
crecimiento del hongo, y por lo tanto una disminucion en la remocion, por lo que es
importante realizar los estudios de remocion de PCF en cultivo sumergido con biomasa de
R. oryzae ENHE inmdvil en un soporte sintético y compararlos con la remocion obtenida

con células libres.
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4 Hipotesis

El zigomiceto R. oryzae ENHE puede crecer e inmovilizarse en un soporte
sintético en presencia de PCF, y el estrés y confinamiento causado por la

inmovilizacién mejora la capacidad para remover PCF.

5 Objetivos

5.1 Objetivo general
v Inmovilizar a R. oryzae ENHE en un soporte sintético para ser usado en la
remocion de PCF.

5.2 Objetivos particulares

v’ Caracterizar la remocion abi6tica del PCF por los soportes sintéticos.

v Determinar la capacidad de R. oryzae ENHE para crecer en los soportes
sintéticos.

v" Seleccionar el soporte adecuado para inmovilizar a R. oryzae ENHE.

v’ Determinar la capacidad de R. oryzae ENHE inmovilizado, en el soporte

seleccionado, para remover PCF en cultivos sumergidos.
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6 Materiales v métodos

6.1 Soportes sintéticos

Se utilizaron dos soportes sintéticos: Espuma de poliuretano (PUF) y fibra de nylon
(100%). Los soportes se cortaron de forma cubica con un tamafio aproximado de 1 cm, y se
lavaron dos veces con NaOH al 40% (w/v) y HCI al 10% (v/v). Posteriormente se
enjuagaron con H,Od hasta alcanzar un pH neutro. Una vez limpios los soportes se secaron
a 60°C por 24 h.

6.2 Cinéticas de adsorcion de PCF en PUF y fibra de nylon

Para realizar las cinéticas de adsorcion de PCF se pesé una masa fija de PUF y de fibra de
nylon, la cual fue de 0.3 g y de 3.03 g respectivamente. El soporte se colocd en matraces
Erlenmeyer de 250 mL. Los PUF contenian 50 mL de medio Merlin-Norkrans (M-N) con
50 mg PCF L1y las fibras de nylon 100 mL del mismo medio con 200 mg PCF L™. Las
unidades experimentales (matraces con PUF ¢ fibra de nylon, medio y PCF) se
mantuvieron en agitacion a 200 rpm y a una temperatura de 30 + 1°C, por periodos de
tiempos variables, de 0-480 min para el PUF y de 0-7200 min para la fibra de nylon.
Terminada la incubacién, los soportes se exprimieron para retirar el medio con PCF que se
encontraba en exceso, se tomaron 2 mL de cada unidad experimental, se centrifugaron a
1400 rpm por 30 min y posteriormente se filtraron con membranas con un tamafio de poro
de 0.22 um. Después de filtradas las muestras se diluyeron con agua milliQ; 1:5 veces para
la muestras de PUF y para las muestras de fibra de nylon como se muestra en la tabla 6.1.
El PCF presente en el medio, no adsorbido, se cuantifico por HPLC para cada uno de los
tiempos de muestreo. A partir de esas concentraciones de PCF y considerando las
concentraciones iniciales de PCF se calcularon las capacidades de adsorcion de PCF en los
soportes en el tiempo t (q;). Finalmente las g; se graficaron contra el tiempo de muestreo
para obtener los perfiles cinéticos de adsorcion de PCF en PUF y en fibra de nylon. Cada

una de las cinéticas de adsorcion de PCF se realiz6 por duplicado.
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Tabla 6.1 Diluciones realizadas en la cinética de adsorcion de PCF en fibra de nylon.

Tiempo de muestreo (min) Dilucion

0 (1:20)

30 (1:20)

60 (1:20)
180 (1:20)
360 (1:20)
540 (1:20)
1440 (1:10)
2880 (1:10)
4320 (1:10)
7200 (1:10)

6.3 Isotermas de adsorcion de PCF en PUF y fibra de nylon

Para la construccion de las isotermas de adsorcion de PCF en PUF y en fibra de nylon se
pesaron diferentes masas, las cuales fueron de 0.05-1 g para el PUF y de 0.04-4.15 g para la
fibra de nylon. Cada una de las masas se colocé en matraces Erlenmeyer de 250 mL, el
PUF contenia 50 mL de medio Merlin-Norkrans (M-N) con 250 mg PCF L™, y la fibra
contenfa 100 mL del mismo medio con 200 mg PCF L™. Las unidades experimentales
(matraces con PUF ¢ fibra de nylon, medio y PCF) se mantuvieron en agitacion a 200 rpm
y a una temperatura de 30 + 1°C por un periodo de 5 dias. Después del periodo de
incubacidn los soportes fueron exprimidos y se tomaron 2 mL de cada unidad experimental,
se centrifugaron a 1400 rpm por 30 min y se filtraron con membranas con un tamafio de
poro de 0.22 um. Una vez filtradas las muestras se diluyeron con agua milliQ; 1:10 veces
para las muestras de fibra de nylon, y como se muestra en la tabla 6.2 para las muestras de
PUF. Se cuantifico el PCF presente en el medio, no adsorbido, por HPLC obteniendo asi
las concentraciones de PCF en el equilibrio (C,) para cada una de las masas de los soportes.
A partir de las C. y considerando las concentraciones iniciales de PCF se calcularon las
capacidades de adsorcion de PCF en el equilibrio (qge). Las ge se graficaron contra las C,
para obtener las isotermas de adsorcion de PCF en los soportes. Cada una de las isotermas

de adsorcion de PCF se realizo por duplicado.
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Tabla 6.2 Diluciones realizadas en la isoterma de adsorcién de PCF en PUF.

Masa de PUF (g) Dilucién

0.05 (1:4)
0.1 (1:5)
0.15 (1:5)
0.25 (1:5)
0.3 (1:10)
0.4 (1:10)
05 (1:10)

1 (1:10)

6.4 Microorganismo

Se utilizé como microorganismo modelo para la inmovilizacion a Rhizopus oryzae ENHE.

6.5 Propagacion y conservacion de R. oryzae ENHE
La propagacion de R. oryzae ENHE se realizé en PDA (Agar Dextrosa y Papa) 39 g L™ a
una temperatura de incubacion de 30 + 1°C hasta su esporulacion (4-5 dias). Para la

conservacion se coloco esporas con glicerol al 40% (v/v) a -20°C.

6.6 Concentracion de esporas de R. oryzae ENHE
Las esporas asexuales de R. oryzae ENHE se concentraron en una solucion estéril de
Tween 80 al 1 % (v/v) en agua por medio de agitacion y se realizé un conteo por medio de

la cdmara de Neubauer.

6.7 Medios de cultivo

6.7.1 Medio Merlin-Norkrans (M-N)

La composicién del medio M-N (Ledn-Santiesteban y col., 2008) para un litro fue: 10 g de
glucosa, 2 g de extracto de Malta, 1 g de extracto de levadura, 0.5 g de KH,PO,, 0.15 g de
MgSQO,4+7H,0 y 0.5 g de (NH,),HPO,. Se adiciono al medio una solucién amortiguadora de
citratos pH 5.5-5.8. Para un litro de medio fue necesario 500 mL de agua y 500 mL del

amortiguador de citratos (relacion 50:50).

Amortiguador de citratos pH 5.5-5.8
Solucion A: Acido citrico monohidratado 0.1 M
Solucién B: Citrato de sodio 0.1 M
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Para alcanzar un pH 5.3-5.8 se adicionaron 137 mL de la solucién A, 363 mL de la solucion
B y se afor6 a 500 mL con H,Od.

6.7.2 Medio de cultivo empleado para la inmovilizacion de R. oryzae ENHE
Se utilizé el medio M-N doblemente concentrado (2X). Todos los componentes del medio
se utilizaron al doble de la concentracion original, excepto la fuente de carbono (glucosa)

que se utilizo con una concentracién de 25 g L™.

6.8 Condiciones de cultivo para la inmovilizacién de R. oryzae ENHE

6.8.1 Crecimiento en cultivo sumergido

Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 mL que contenian 50 mL de medio M-N, los
cuales fueron inoculados con 1x10° esporas mL™. Los matraces ya inoculados se
mantuvieron en incubacion a 30 + 1°C con una velocidad de agitacion de 200 rpm.

6.8.2 Crecimiento en los soportes de inmovilizacion

Se utilizé6 medio M-N 2X el cual fue inoculado con 1x10’ esporas mL™. La retencién de
agua utilizada para el crecimiento fue de 85% y 55% para el PUF y la fibra de nylon,
respectivamente. Los cubos fueron empapados con el medio inoculado y 6 g de este medio
solido fueron colocados en matraces Erlenmeyer de 250 mL, y se recubrieron con papel
aluminio y parafilm (Miranda, 2008). Los soportes ya inoculados se mantuvieron en

incubacién a 30 + 1°C.

6.9 Observaciones morfoldgicas del crecimiento de R. oryzae ENHE inmovilizado en
PUF y fibra de nylon

Las observaciones morfoldgicas del crecimiento de R. oryzae ENHE inmovil en PUF y
fibra de nylon se realizaron cada 24 h hasta las 72 h con un microscopio de contraste de
fases con un aumento de 10x. Se utiliz6 PUF y fibra de nylon saturados con PCF, asi como
PUF y fibra de nylon sin PCF como control. Se consideraron saturados los soportes con
PCF cuando el PCF adsorbido por el PUF y la fibra de nylon alcanzo6 las concentraciones
de PCF relacionadas con las capacidades maximas de adsorcion de PCF del PUF y de la

fibra de nylon (qm) obtenidas a partir de las isotermas de sorcién de PCF. La tabla 6.3
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muestra las concentraciones de PCF utilizadas para observar morfolégicamente el
crecimiento de R. oryzae ENHE, asi como, la retencion de agua utilizada para su

crecimiento. Se utilizé un tamafio de inoculo de 1x10” esporas mL™ en medio M-N 2X.

Tabla 6.3 Soportes sintéticos y concentraciones de PCF utilizadas para la observacién morfoldgicas de R. oryzae ENHE inmovilizado.

s Retencion de Capacidad de adsorcion Masa del soporte
Soporte sintético agua méaxima de PCF (saturacion) sintético
PUF 85 % 338.2 mg PCF g™ PUF 03g
Fibra de nylon 55 % 3.0 mg PCF g™ nylon 2.21g

6.10 Efecto de la concentracion de PCF sobre el crecimiento de R. oryzae ENHE en
fibra de nylon

El efecto del PCF sobre el crecimiento de R. oryzae ENHE se estudié en fibra de nylon, ya
que, fue el soporte que menor capacidad maxima de adsorcién de PCF (3.0 mg PCF g™
nylon) presentd y ademéas fue el soporte que aparentemente presentd las mejores
condiciones fisicas para el crecimiento de R. oryzae ENHE (Ej. mayor espacio interno y

menor perdida de humedad).

Se utilizaron tres tratamientos y un control. El primer tratamiento consistio en fibra de
nylon sin saturar (sin PCF adsorbido) a la cual se le adicion6 medio de cultivo inoculado
con esporas de R. oryzae ENHE més 7 mg PCF L™. El segundo tratamiento consisti6 en
fibra de nylon saturada con PCF (3.0 mg PCF g™ nylon) a la cual se le adicioné medio de
cultivo inoculado con esporas de R. oryzae ENHE. EI tercer tratamiento también con fibra
de nylon saturada con PCF se le adicioné medio de cultivo inoculado con esporas de R.
oryzae ENHE més 14 mg PCF L™. Y finalmente un cultivo control con fibra de nylon sin
saturar, es decir sin PCF, a la cual se le adiciondé medio de cultivo inoculado con esporas de
R. oryzae ENHE. En todos los tratamientos el crecimiento de R. oryzae ENHE se realizo
con una retencion de agua del 55%, y un tamafio de inoculo de 1x10’ esporas mL™ en
medio M-N 2X. Para cada una de las cinéticas de crecimiento se tomaron muestras de 2.5 ¢
de fibra de nylon (con micelio inmovilizado) cada 12 h hasta las 48 h de cultivo. Las fibras
de nylon con el micelio inmovilizado se secaron por 48 h a 60°C, para posteriormente
cuantificar la glucosamina de la pared celular de R. oryzae ENHE. Todas las cinéticas de

crecimiento se realizaron por triplicado.
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6.11 Remocion de PCF en cultivo sumergido con R. oryzae ENHE inmovilizado en
fibra de nylon saturada con PCF

Se utilizaron dos concentraciones iniciales de PCF, las cuales fueron: 12.5 y 25 mg L™
Debido a que la fibra de nylon (2.5 g) por si sola adsorbe PCF fue necesario saturarla con
PCF (3.0 mg PCF g™ nylon) antes de inocularla con esporas. La inmovilizacién de
R. oryzae ENHE se realizd de igual forma a lo descrito en las secciones 6.9 y 6.10. Una vez
inmovilizado R. oryzae ENHE en las fibras de nylon saturadas con PCF, éstas se
transfirieron a matraces Erlenmeyer de 250 mL que contenian 100 mL de medio M-N y la
concentracion inicial de PCF. Las cinéticas de remocion de PCF se realizaron por triplicado
y se mantuvieron a 200 rpm y a una temperatura de 30 = 1°C por 96 h. Para seguir la
remocion del PCF inicial por la biomasa inmovil de R. oryzae ENHE en fibra de nylon
saturada con PCF se tomaron muestras tanto del medio de cultivo (extracto Directo) como
de la biomasa inmdvil (extracto de Biomasa) cada 24 h para la cuantificacion del PCF
residual por HPLC. Se consider6 como PCF residual, al PCF que no fue removido por
R. oryzae ENHE inmdvil en fibra de nylon saturada con PCF. La suma del PCF en estos

dos extractos se consideré como el PCF residual.

6.12 Técnicas analiticas

6.12.1 Retencidn de agua de los soportes sintéticos

La retencién de agua se determiné por diferencia de pesos entre los soportes himedos y los
soportes secos. Y se expresO en términos de porcentaje. Se pes6 0.15 g PUF, y 1.3 g de
fibra de nylon. Después de pesados los soportes se humedecieron en agua destilada
aproximadamente 30 s. Posteriormente se colocaron en columnas de vidrio de 18 cm de
longitud por 2.5 cm de diametro, y se permitio que el exceso de agua que contenian los
soportes se escurriera de ellos por gravedad por 5 min, quedando solamente la cantidad de
agua que fue retenida por los soportes. El porcentaje de retencion de agua del PUF y fibra

de nylon se calculé de la siguiente forma:

SH—-SS
( H )*100=%RA 27)
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Donde SH es el peso del soporte himedo (g), SS es el peso del soporte seco (g) y %Ra es el

porcentaje de retencidn de agua por capacidad.

6.12.2 Estimacion de Biomasa

6.12.2.1 Determinacion de crecimiento por el método de glucosamina

La pared celular de los hongos contiene quitina. La quitina es un polisacarido resistente
pero flexible, que contiene nitrégeno y que consta de residuos de N-acetil glucosamina. La
cuantificacion de la N-acetil glucosamina, por lo tanto, se puede utilizar como una medida
indirecta del crecimiento de los hongos. Esta técnica se basa en la hidrélisis &cida de la
quitina de la pared celular del hongo para liberar la N-acetil glucosamina. Ya liberada la
N-acetil glucosamina se le hace reaccionar con acetilacetona para formar un compuesto
pirrélico. Este compuesto pirrolico a su vez se hace reaccionar con p-dimetilamino
benzaldehido (PDBA) para formar un compuesto de color rojo con una absorbancia

méaxima de 530 nm.

La metodologia para la determinacion de glucosamina de la pared celular de R. oryzae
ENHE fue de acuerdo a lo descrito por Tomaselli y col., 2001; Marcial y col., 2006. El

procedimiento experimental para la determinacidn de glucosamina fue el siguiente:

1) Se tom6 una muestra de 2.5 g de nylon con micelio de R.oryzae ENHE inmdvil seco (el
soporte con el micelio se sec6 previamente a 60°C durante 48 h)

2) La biomasa seca inmdvil se incub6 a 30°C con 5 mL de H,SO,4 al 72% (v/v) y se agito
a 200 rpm por 30 min.

3) Posteriormente se diluy6 con 54 mL de H,Od.

4) La mezcla anterior se hidroliz6 en un autoclave por 1 h a 121°C (1.1 atmosferas).

5) La mezcla hidrolizada se filtr6 al vacio con papel filtro del numero 44.

6) La mezcla hidrolizada filtrada se neutralizé (pH 7) con NaOH al 10 M y 0.5 M.

7) La mezcla neutralizada se centrifug6 a 1400 rpm por 30 min.
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8) De la mezcla neutralizada centrifugada se tom6 2 mL; que se hicieron reaccionar con 1
mL de reactivo A™.

9) Posteriormente se agrego 1 mL de agua destilada y la mezcla se mantuvo en un bafio de
agua caliente (en ebullicion) por 15 min.

10) Después del bafio de agua caliente la mezcla de reaccion se enfrid en un bafio de hielo.

11) A la mezcla de reaccién fria se le agregaron 4 mL de etanol, 1 mL de reactivo B? y
finalmente 1 mL de etanol (todas las soluciones se agregaron en ese orden).

12) La mezcla resultante se agitd en 30 s en vortex y se mantuvo en la oscuridad por 1 h.

13) Terminado el tiempo de reposo se leyé la absorbancia a 530 nm.

El tratamiento control (blanco) consistio en 2.5 g de fibra de nylon seca (a 60°C durante 48

h) sin inoculo de R. oryzae ENHE a la cual se le aplicé la metodologia antes descrita.

6.12.3 Curvas patron de glucosamina

6.12.3.1 Curva patron de glucosamina comercial

Se realiz6 una curva patrén de glucosamina comercial SIGMA (por duplicado) para
posteriormente determinar la glucosamina de la pared celular de R. oryzae ENHE. Para la
construccion de la curva patron se utilizd una solucién stock de 1 mg glucosamina mL™.

Las concentraciones finales de glucosamina para la curva se muestran en la tabla 6.4.

Tabla 6.4 Concentraciones finales de glucosamina comercial SIGMA.

Volumen de solucién

Tubo stock de glucosamina Volumgr?qlc_iga H.Od [glugs]zamf_?; final
(mL)

0 0 5 0

1 0.1 49 0.02
2 0.2 48 0.04
3 0.3 4.7 0.06
4 0.4 46 0.08
5 0.5 4.5 0.1

La metodologia para realizar la curva patron fue exactamente igual que de descrita en el
apartado anterior, sin embargo, en este caso se partié del punto ocho de la metodologia

antes descrita.

! Solucién A: 1 mL de Acetilacetona disuelto en 50 mL de Carbonato de sodio (Na,CO3) 0.5 N.

2 Solucién B: 0.8 g de p-Dimetilamino benzaldehido (PDBA) disuelto en 30 mL de HCI 12 Ny 30 mL de etanol.
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6.12.3.2 Curva patron de glucosamina de la pared celular del micelio de R. oryzae ENHE
Para poder determinar la cantidad de biomasa de R. oryzae EHNE inmovilizada en fibra de
nylon en téerminos de glucosamina fue necesario realizar una segunda curva patrén (por
triplicado). Esta curva patron se realizd variando la cantidad de biomasa de R. oryzae
ENHE (mg) en funcién de la cantidad de glucosamina (ug) presente en ella. Las masas de
micelio seco de R. oryzae ENHE utilizadas para realizar esta curva patrén fueron: 10, 25,
50, 75, 100, 150 mg.

6.12.3.3 Cinética de crecimiento de R. oryzae ENHE en cultivo sumergido

Antes de poder construir la curva patron de glucosamina de la pared celular del micelio de
R. oryzae ENHE fue necesario estudiar el comportamiento de la glucosamina de R. oryzae
ENHE en funcion del tiempo, por lo que, se realizd una cinética de crecimiento de
R. oryzae ENHE en cultivo sumergido (por triplicado). La cinética de crecimiento duré 144
h y se tomaron muestras cada 24 h. La biomasa de cada matraz fue recuperada por
filtracion y lavada con H,Od, posteriormente se sec a 60°C por 48 h. Una vez seca se

tomo 100 mg de biomasa para realizar la cuantificacion de glucosamina.

6.12.4 Extraccion de PCF

6.12.4.1 Extracto directo

El extracto directo se consideré como el medio de cultivo libre de biomasa que contenia
PCF sin degradar. Para obtener este extracto, el medio de cultivo con PCF se filtré al vacio

con papel filtro del nimero 44, y posteriormente se le ajust6 el pH a 7.0.

El tratamiento control (blanco) para el extracto directo consistio en medio M-N sin PCF y
sin inoculo de R. oryzae ENHE. Los tratamientos control, al igual que los extractos directos

con PCF, se filtraron al vacio, y se les ajust6 el pH a 7.0.

6.12.4.2 Extracto de biomasa
Se utilizé un extracto de biomasa para cuantificar el PCF sorbido, no degradado, por la
biomasa de R. oryzae ENHE inmovilizada en fibra de nylon saturada con PCF. Para obtener

el extracto de biomasa se separ6 la biomasa inmdvil del medio de cultivo, se lavé con H,Od

Ledn-Santiesteban, H.H.



Materiales y métodos

y se re-suspendi6 en 50 mL de solucion de carbonatos pH 10.5. Posteriormente se sonic en
un Sonicador Branson Ultrasonics 1210 durante 30 min. Terminado el tiempo de
sonicacion la solucion se filtro al vacio con papel filtro del numero 44, y se le ajusté el pH a
7.0.

En el extracto de biomasa el tratamiento control (blanco) consistié solamente en 50 mL de
solucion de carbonatos pH 10.5, sonicada y filtrada al vacio, a la cual se le ajusté el pH a
7.0.

Solucion de carbonatos pH 10.5
Solucién I: Carbonato de sodio anhidro 0.2 M

Solucién I1: Bicarbonato de sodio 0.2 M

Para alcanzar un pH 10.5 se adicionaron 42.5 mL de la solucion I, 7.5 mL de la solucion Il

y se aforé a 200 mL con H,Od.

6.12.5 Cuantificacion de PCF residual

La cuantificacion de PCF se realiz6 por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
En donde cada una de las muestras inyectadas en el HPLC fueron filtradas con membranas
con un tamafo de poro de 0.22 um. Para la calibracion, se utilizaron una serie de soluciones
de PCF (0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 mg L) diluyendo una solucién stock de PCF con metanol
grado reactivo (Anexo A). Se utilizé una columna de fase inversa, pBondapak™ C-18, con
tamafio de particula de 10 pm y un tamafio de poro de 125 A, un didmetro interno de 3.9
mm, y una longitud de 300 mm. El volumen de inyeccion fue de 20 uL que se eluyeron en
la columna por medio de una elucién isocratica con una velocidad de flujo de 1.5 ml min™
con la fase movil; la cual estaba constituida de una solucion de 1% de &cido acético en agua
milliQ y una solucién de 1% de &cido acético en acetronitrilo, en una relacion de 75:25 v/v.
El PCF fue detectado por un detector UV 996 WATERS, a 240 nm. Los resultados
obtenidos fueron analizados por computadora empleando el paquete Millenium-WATERS,

el cual considero la aérea del pico como el modo de medicién.
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7 Resultados

7.1 Retencion de agua de los soportes sintéticos
La retencion de agua por los soportes ensayados se expresd en terminos de porcentaje. La

tabla 7.1 resume los resultados experimentales obtenidos.

Tabla 7.1 Retencion de agua del PUF y fibra de nylon.

Intervalo de confianza 95%

Soportes Peso del Porcentaje de rgtencién de Desv. tip Inferior Superior
soporte (g) agua promedio (%Ra) o

PUF 0.15 86.1 1.00 83.65% 88.62%

F. nylon 1.3 53.1 1.18 50.17% 56.03%

Se puede observar que el PUF es el soporte con la mayor capacidad de retencion de agua de
los dos soportes probados, con un porcentaje de retencién de agua promedio de 86.1%,
seguido por la fibra de nylon con 53.1%. Se tiene una confianza del 95% de que la
capacidad de retencion de agua del PUF se encuentra entre el 86.65% y 88.62%, mientras
que la capacidad de retencion de agua de la fibra de nylon se encuentra entre el 50.17% vy
56.03%.

7.2 Adsorcion del PCF en PUF y fibra de nylon

7.2.1 Cinética de adsorcion de PCF en PUF y fibra de nylon

La interpretacion de los resultados cinéticos se realizé en base a los modelos de pseudo-
primer orden (Lagergren, 1898) y pseudo-segundo orden (Ho, 2006). En la tabla 7.2 se
muestran las ecuaciones de velocidad de adsorcion, los parametros de adsorcion y las
formas linearizadas de las expresiones de velocidad utilizadas para la interpretacion de los

resultados experimentales.

Tabla 7.2 Representaciones matematicas de la velocidad de adsorcién de Lagergren y Ho, asi como, sus formas linearizadas.

Cinética de adsorcion Expresion de velocidad Forma linearizada
Lagergren 4 by (g, - a) log(q. — ) = 10g(4s) — 5
dt e e ¢ 2303
dq 1 1
Ho —= = ka(q. — 4.)° —t

— =4
dt qc_ kpq.%  qe

Para tener una mejor interpretacion de los resultados experimentales cinéticos se utilizaron

dos parametros estadisticos, los cuales fueron: 1) el coeficiente de correlacion (R?), y 2) la
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desviacién estandar normalizada (Mathialagan y col., 2009), que se defini6 de la siguiente

forma:

2
Aq(%) =100 * \/Z[(Qt,exp _jlt,_c;l )/qt,exp] (28)

7.2.1.1 Cinética de adsorcion de PCF en PUF
La cinética de adsorcion de PCF en PUF se muestra en el grafico 7.1.

Q|0

q (mg PCFg™ PUF)

t

O mgpPcFg™PUF

Predichos (pseudo-segundo orden)
| I R TR TR N TR TR T TR Y T TR T T |

0 50 100 150 200 250
Tiempo (min)

Grafico 7.1 Efecto del tiempo de contacto sobre la adsorcion de PCF en PUF, T=30°C; pH=5.3

Se puede observar que la adsorcion de PCF es muy rapida, con un tiempo de equilibrio de
aproximadamente 2 h. En los primeros 15 minutos se adsorbe el 75.9% de PCF inicial (50

mg LY. El grafico 7.2 muestra la linearizacion de la ecuacion de velocidad de adsorcion

descrita por el modelo de pseudo-segundo orden.
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Gréfico 7.2 Linearizacion del modelo cinético de pseudo-segundo orden en la adsorcion de PCF en PUF.

Con la linearizacion del modelo cinético de pseudo-segundo orden se observa un buen
ajuste de los datos experimentales (R?=0.99). Sin embargo, el modelo cinético de pseudo-
primer orden mostré mal ajuste con los datos experimentales (R?=0.12) por lo que se
descartdé como modelo cinético de adsorcion de PCF en PUF (Anexo B). A partir del
modelo de pseudo-segundo orden se encontrd que la constante de velocidad fue 0.13 g PUF
mg™ PCF min™, lo cual propicié una alta velocidad de adsorcién inicial de PCF en PUF, la
cual fue 0.832 mg PCF g™ PUF min™ (tabla 7.3).

Tabla 7.3 Parametros cinéticos y estadisticos de la linearizacién del modelo de pseudo-segundo orden en la adsorcién de PCF en PUF.

Adsorbente Modelo cinético de pseudo-segundo orden
k. (9/mgmin)  ge(mg/g)  h (kqe’) R* Aq(%)
PUF 0.13 25 0.832 0.99 8.5

7.2.1.2 Cinética de adsorcion de PCF en fibra de nylon

La cinética de adsorcion de PCF en fibra de nylon se muestra en el gréfico 7.3.
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Grafico 7.3 Efecto del tiempo de contacto sobre la adsorcién de PCF en fibra de nylon, T=30+1°C; pH=5.3

Se observa que la adsorcion de PCF en la fibra de nylon se lleva acabo lentamente con un
tiempo de equilibrio de aproximadamente 120 h, presentando una adsorcion del 78.1% del
PCF inicial (200 mg L™).
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Grafico 7.4 Linearizacion del modelo cinético de pseudo-segundo orden en la adsorcion de PCF en fibra de nylon.
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El gréfico 7.4 muestra la linearizacién del modelo de pseudo-segundo orden. A partir de
esta grafica se calcularon los parametros cinéticos mostrados en la tabla 7.4. La adsorcion
de PCF en fibra de nylon fue lenta, su constante de velocidad de adsorcion de pseudo-
segundo fue 0.0002 g nylon mg™ PCF min™. La velocidad inicial de adsorcién de PCF en
fibra de nylon fue de 0.006 mg PCF g™ nylon min™.

En la tabla 7.4 se observa que los dos modelos cinéticos de adsorcion presentan
coeficientes de correlacion altos y muy cercanos, por lo que, no se puede seleccionar un
modelo cinético en base a este pardmetro estadistico. Al utilizar la desviacion estandar
normalizada se observa que los datos experimentales presentan mayor variacién con
respecto a los valores predichos en el modelo cinético de pseudo-primer orden (22.0%), lo
cual no sucede en el modelo de pseudo-segundo orden (19.8%). EI modelo cinético de
pseudo-primer orden describe bien la adsorcion de PCF en fibra de nylon solamente
durante los primero 540 min. Sin embargo, el modelo cinético de pseudo-segundo orden
describe el proceso completo de adsorcion; hasta alcanzar el equilibrio (grafico 7.3), por lo

que se selecciono a este modelo (Anexo B).

Tabla 7.4 Parametros cinéticos y estadisticos de las linearizaciones de los modelos de pseudo-primer y segundo orden en la adsorcion de

PCF en fibra de nylon.
Adsorbente Modelo cinético de pseudo-primer orden Modelo cinético de pseudo-segundo orden
Qe K Qe (cal)” R Aq(%) k, Qe h R®  Aq(%)
(mg/g)  (min™)  (mglg) (@/mgmin)  (mglg)  (kqe’)
NYLON 3.0 0.002 3.1 0.99 22.0 0.0002 6.1 0.006 0.98 19.8

*Capacidad de adsorcion maxima tomada de la isoterma de adsorcion de PCF en fibra de nylon.

+Capacidad de adsorcion maxima calculada a partir de la cinética de adsorcion de pseudo-primer orden.

7.2.2 Isotermas de adsorcion de PCF en PUF y fibra de nylon

Para el estudio de isotermas de adsorcion de PCF en PUF y fibra de nylon la capacidad de

adsorcion se definié mediante el balance de masa de la ecuacion 34 (Ip y col., 2009).

— (CO _Ce)'V
m

qe (29)

Donde g (mg PCF g™ adsorbente) y C. (mg L™) representan la capacidad de adsorcién y la

concentracion de PCF en la solucion en el equilibrio, respectivamente; Co, es la
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concentracion inicial de PCF (mg L™), V es el volumen de la solucién (L), y m es la masa

del adsorbente (g PUF o fibra de nylon).

Para ajustar los resultados experimentales de equilibrio de adsorcién de PCF en PUF y fibra
de nylon se utilizaron los modelos de isotermas de Langmuir (Langmuir, 1918) y
Freundlich (Freundlich, 1906). Las ecuaciones de las isotermas junto con sus formas

linearizadas se muestran en la tabla 7.5.

Tabla 7.5 Representaciones matematicas de las isotermas de adsorcién de Freundlich y Langmuir, asi como, sus formas linearizadas.

Isoterma Modelo Forma linearizada
_ 1 — 1
Freundlich q. = KpC, '™ log(q.) = log(Kp) + /nlog(Ce)
tino 1 1 ( 1 )1 + 1
ipo — =) +—
L . _ GnK.C, P e \KiQn/Ce qn
angmuir %=T1kC C 1 1
ate tipo 2 “=—C,+

e qm Ko

Al igual que en las cinéticas de adsorcion, se utiliz6 el coeficiente de correlacion y la

desviacidn estandar normalizada como parametros estadisticos.

A partir de la constante de equilibrio de adsorcion (K,) se calcul6 el término de factor de
separacion o constante de equilibrio R_ para indicar la naturaleza de la adsorcién

(Ahmaruzzaman y col., 2005).

Si R >1; la adsorcidn del PCF es desfavorable.
Si 0<R_<1; la adsorcién del PCF es favorable.
Si R =0; la adsorcion del PCF es irreversible.

Y si R =1 la adsorcion del PCF es lineal.

El factor de separacion se definié como:

1

RL ==
1+K,Cy

(30)

En donde K, es la constante de equilibrio de adsorcién (L mg PCF?') y Co es la

concentracion inicial del adsorbato (mg PCF L™).
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7.2.2.1 Isoterma de adsorcion de PCF en PUF

La tabla 7.6 muestra que todos los modelos de isotermas de adsorcion se ajustan bien a los
resultados experimentales (R? grandes), por lo que es dificil elegir un modelo solo por el
coeficiente de correlacion. Debido a esto, se utilizd a la desviacion estandar normalizada
para elegir el modelo de isoterma que mejor se ajuste a la adsorcion de PCF en PUF. En el
Anexo C se muestran los graficos de las expresiones linearizadas de las isotermas de
Freundlich y Langmuir para la adsorcion de PCF en PUF, asi como su andlisis estadistico

de regresion.

Tabla 7.6 Parametros calculados utilizando los modelos de isotermas de adsorcion de PCF en PUF.

Intervalo de confianza al

Modelo de isoterma Parametros 95% R?  Aq(%)
Inferior Superior
Freundlich e o o 098 80
Langmuir (Linearizacion tipo I1) :: z gé)gog 220202 230802 0.89 6.3
Langmuir (Linearizacion tipo I) g;‘ z gg)g (1)7050?% 22.701160.38 0.98 7.2

Se puede observar que la menor desviacion estandar normalizada la presenta la
linearizacion de Langmuir tipo 11 (6.3%), seguida por la linearizacion de Langmuir tipo |
(7.2%) y por ultimo la linearizacion de Freundlich (8.0%). Esto indica que en la
linearizacion de Langmuir tipo Il los datos experimentales tiene menos variacion entre si.
Por lo que, aunque sea la forma linearizada con menor coeficiente de correlacion es la
forma linearizada que mejor describe la adsorcion de PCF en PUF. Es importante notar que
en la linearizacion tipo 11 de Langmuir al tener la menor desviacion estandar normalizada,
los intervalos de confianza (a =0.05) de K5 Yy Om S€ hacen mas pequefios, en comparacion
con los pardmetros de adsorcion de las demas linearizaciones. Esto hace que la estimacion

de los parametros de adsorcion sea estadisticamente mas confiable.

El gréfico 7.5 muestra la capacidad de adsorcion de PCF experimental en PUF en funcion
de la concentracion de PCF en el equilibrio junto con las capacidades de adsorcion
predichas a partir de los parametros de adsorcion calculados. Para el PUF la maxima

capacidad de adsorcién promedio de PCF fue de 268.6 mg PCF g™ PUF, por lo que se tiene
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una confianza del 95% de que esta capacidad maxima de adsorcién se encuentra entre
222.8'y 338.2 mg PCF g™ PUF.
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Gréfico 7.5 Capacidad de adsorcion de PCF en PUF; T=30°C; pH=5.3

En esta adsorcion de PCF en PUF se calcul6 el término de factor de separacion (Ry) y se
utilizé la constante de Langmuir obtenida a partir de la linearizacién tipo Il. La R para la
adsorcion de PCF en PUF tuvo un valor promedio de 0.36, por lo que, se concluye que la

adsorcion de PCF en PUF es favorable.

7.2.2.2 Isoterma de adsorcién de PCF en fibra de nylon

La tabla 7.7 muestra que el modelo de isoterma de adsorcién de PCF que mejor se ajusta a
los datos experimentales de adsorcion de PCF en fibra de nylon es Langmuir con la
linearizacién 1l (R?=0.95), seguida de la linearizacién de Freundlich (R*=0.82) y la
linearizacién | de Langmuir (R?*=0.80). En el Anexo D se muestran los graficos de las
expresiones linearizadas de las isotermas de Freundlich y Langmuir para la adsorcion de

PCF en fibra de nylon, asi como su analisis estadistico de regresion.
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Tabla 7.7 Parametros calculados utilizando los modelos de isotermas de adsorcion de PCF en fibra de nylon.

Intervalo de confianza al

Modelo de isoterma Parametros 95% R? Aq(%)
Inferior Superior
Freundlich e o o8 082 484
Langmuir (Linearizacion tipo I1) 2;::03;903 02'?52 0?;(.)64 0.95 5.0
Langmuir (Linearizacion tipo I) I;amzzoz..ogS 0'20.26 03;954 0.80 5.02

En la adsorcion de PCF en fibra de nylon, las desviaciones estandar normalizadas de las
isotermas de Freundlich y Langmuir (tipo 1 y Il) no tienen una gran diferencia entre si, por
lo que la variacion de los datos experimentales con respecto a los valores predichos es
practicamente la misma para los tres modelos. En este caso la mejor isoterma de adsorcion
serd la que presente el mayor coeficiente de correlacién. EI mayor coeficiente de
correlacién se encontrd en la linearizacion tipo Il de Langmuir (R*=0.95), por lo que, el
modelo que mejor describe la adsorcién de PCF en fibra de nylon es el de Langmuir con la

linearizacion tipo Il.

El gréafico 7.6 muestra la capacidad de adsorcién de PCF experimental en fibra de nylon en
funcién de la concentracion de PCF en el equilibrio junto con las capacidades de adsorcion
predichas a partir de los pardmetros de adsorcion calculados. Para la fibra de nylon la
méxima capacidad de adsorcién promedio de PCF fue de 3.0 mg PCF g™ nylon, por lo que
se tiene una confianza del 95% de que la capacidad de adsorcion maxima de PCF en fibra

de nylon se encuentra entre 2.5y 3.6 mg PCF g™ nylon.
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Grafico 7.6 Capacidad de adsorcion de PCF en nylon; T=30°C; pH=5.3

En esta adsorcion de PCF en fibra de nylon, al igual que la adsorcion de PCF en PUF, la R,
se calculd a partir de la isoterma de Langmuir con la linearizacion tipo Il. La R, promedio
en fibra de nylon fue de 0.14, por lo que, la adsorcion de PCF en fibra de nylon es
favorable, el valor R cercano a 0 indica que la adsorcion de PCF en fibra de nylon es un

poco mas fuerte que la adsorciéon de PCF en PUF, donde la R, fue de 0.36.

7.3 Observaciones morfoldgicas del crecimiento de R. oryzae ENHE inmovilizado en
PUF y fibra de nylon

El crecimiento de R. oryzae ENHE en PUF y fibra de nylon se realizd hasta las 72 h de
cultivo, observando la morfologia de R. oryzae ENHE cada 24 h con un microscopio de
contraste de fases con un aumento de 10x. Se utilizaron dos condiciones de cultivo para las
observaciones morfoldgicas de R. oryzae ENHE inmdvil en los dos soportes. En la primer
condicion de cultivo se utilizd6 PUF y fibra de nylon saturados con PCF, utilizando las
concentraciones de PCF derivadas de las capacidades maximas de adsorcion de PCF del
PUF y la fibra de nylon (qe) obtenidas a partir de las isotermas de adsorcion de PCF; y en la
segunda condicion de cultivo se utilizd6 PUF y fibra de nylon sin PCF, como cultivos

control.
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7.3.1 Crecimiento de R. oryzae ENHE en PUF

La figura 7.1 muestra el crecimiento de R. oryzae ENHE inmovilizado en PUF a través del

tiempo.
. PUF Saturado PUF sin PCF
Tiempo (338.2 mg PCF g’ PUF) (Control)
24 h
48 h
72 h

: ~ ‘®

Figura 7.1 Imégenes de R. oryzae ENHE inmovilizado en PUF (saturado con PCF y sin PCF) a través del tiempo. Fotografias tomadas en

un microscopio de contraste de fases con un objetivo de 10x.

Se observo a las 24 h en los cultivos control que las esporas de R. oryzae ENHE
germinaron y formaron hifas las cuales formaron estructuras de red. En cambio, en el PUF

saturado con PCF las esporas de R. oryzae ENHE apenas comenzaron a germinar, y se
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observo poco micelio. A las 48 h en los cultivos control hubo mucho mas presencia de
redes de hifas, de hecho, se pudo apreciar que los poros del PUF estaban completamente
invadidos de micelio. En cambio, en el PUF saturado con PCF el crecimiento se mantuvo
practicamente igual que en las 24 h. En las 72 h en los cultivos control se empezaron a
formar los primeros esporangios, lo cual indica la reproduccién asexual de R. oryzae ENHE
y la formacién de esporangiosporas. Finalmente, los cultivos con PUF saturado con PCF
siguieron sin presentar crecimiento. Con esto se demostro que el PCF adsorbido en el PUF
inhibe fuertemente el crecimiento de R. oryzae ENHE.

7.3.2 Crecimiento de R. oryzae ENHE en fibra de nylon
La figura 7.2 muestra el crecimiento de R. oryzae ENHE inmovilizado en fibra de nylon a

través del tiempo.

. F. nylon saturada F. nylon sin PCF
Tiempo (3.0 mg PCF g nylon) (Control)

24 h

48 h
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-
Figura 7.2 Imégenes de R. oryzae ENHE inmovilizado en fi

ibra de nylon (saturada con PCF y sin PCF) a través del tiempo. Fotografias

tomadas en un microscopio de contraste de fases con un objetivo de 10x.

Se observd a las 24 h que las esporas de R. oryzae ENHE habian germinado completamente
en las dos condiciones de cultivo. A las 48 h en las dos condiciones de cultivo las hifas de
R. oryzae ENHE invadieron completamente el espacio interno de la fibra de nylon
formando estructuras en forma de red. El crecimiento fue muy similar en los cultivos con
fibra de nylon saturada con PCF en comparacion con los cultivos control. Sin embargo, en
las fibras de nylon saturadas con PCF se formaron los primeros esporangios. Para las 72 h
el crecimiento en las dos condiciones de cultivo permanecio practicamente sin cambios,

excepto en los cultivos control, que presentaron la formacion de esporangios.

Debido a que se observo cualitativamente mayor crecimiento de R. oryzae ENHE en la
fibra de nylon, en comparacion con el PUF, y ademas menor capacidad de adsorcion de
PCF en comparacion con la del PUF, se decidi6 utilizar la fibra de nylon saturada con PCF
como soporte para la inmovilizacion del hongo, y asi estudiar la remocion de PCF en

cultivos sumergidos.

7.4 Estimacion de Biomasa

Antes de determinar el crecimiento de R. oryzae ENHE en fibra de nylon, se realiz6 una
cinética de crecimiento en cultivo sumergido para observar aumento o variacién de la
concentracion de glucosamina del micelio de R. oryzae ENHE con respecto al tiempo
(Anexo E). De esta cinética se observo que la glucosamina de la pared celular del micelio
de R. oryzae ENHE no cambia con respecto al tiempo y se mantiene constante por lo menos
hasta las 144 h de cultivo. Considerando esta informacién se tom6 biomasa de R. oryzae
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ENHE con una edad de 48 h para construir la curva patron de glucosamina de R. oryzae
ENHE (Anexo F) que se utilizd para determinar el crecimiento de R. oryzae ENHE

inmovilizado en fibra de nylon.

7.4.1 Efecto de la concentracion de PCF sobre el crecimiento de R. oryzae ENHE en fibra
de nylon

El efecto del PCF sobre el crecimiento de R. oryzae ENHE en fibra de nylon se puede
observar en el gréafico 7.7. En cada una de las cinéticas de crecimiento de R. oryzae ENHE
en fibra de nylon mostradas en el grafico, se utiliz6 medio M-N 2X (25 g glucosa L) y una

capacidad de retencion de agua del 55%.
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Grafico 7.7 Cinéticas de crecimiento de R. oryzae ENHE en fibra de nylon con diferentes concentraciones de PCF.

Los resultados del grafico 7.7 indican una fuerte inhibicidn del crecimiento de R. oryzae
ENHE por la presencia del PCF, ya que en los cultivos control (sin PCF) se observé el
mayor crecimiento, el cual fue en promedio 31.86 + 2.45 mg biomasa seca g~ nylon a las
24 h de cultivo, mientras que en los cultivos con PCF el méximo crecimiento se encontrd
entre 20 y 16 mg biomasa seca g™ nylon, es decir 1.77 veces menor que los cultivos
control. Los cultivos con PCF presentan perfiles de crecimiento similares. Los cultivos con
fibra de nylon saturada con PCF mas 14 mg PCF L™ presentaron la menor cantidad de

biomasa producida, la maxima fue de 16.76 + 1.83 mg biomasa seca g™ nylon alcanzada
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hasta las 48 h de cultivo, es decir 1.39 veces menor que los cultivos control. Los cultivos
con fibra de nylon sin saturar més 7 mg PCF L™ y los cultivos con fibra de nylon saturada
con PCF tuvieron un comportamiento similar, pero el crecimiento fue mas rapido en los
cultivos con 7 mg PCF L™; a las 12 h ya habia en promedio 18.2 + 2.36 mg biomasa seca
g™ nylon, mientras que en los cultivos saturados con PCF solamente se determinaron 12.25
+ 0.25 mg biomasa seca g™ nylon. Después de las 12 h, los cultivos con 7 mg PCF Ly
con fibra de nylon saturada con PCF presentaron la misma produccion de biomasa, hasta
las 48 h; donde la biomasa producida en la fibra de nylon saturada con PCF disminuy6 1.33
veces en comparacion con la biomasa producida con 7 mg PCF L™.

7.5 Remocion de PCF en cultivos sumergidos con R. oryzae ENHE inmovilizado en
fibra de nylon saturada con PCF

Se determind la capacidad que tiene R.oryzae ENHE inmovilizado en fibra de nylon
saturada con PCF (3.0 mg PCF g™ nylon) para remover PCF en cultivos sumergidos con
medio M-N (10 g glucosa L™). Se probaron dos concentraciones iniciales de PCF, las
cuales fueron 12.5y 25 mg L™. En el grafico 7.8 se muestran los perfiles de remocién de
PCF a través del tiempo. En donde, el PCF residual se consider6 como la suma del PCF

cuantificado en los extractos libres y de biomasa.
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Gréfico 7.8 Cinéticas de remocién de PCF en cultivo sumergido con R.oryzae ENHE inmovilizado en fibra de nylon saturada con PCF.
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Los resultados de la remocion indican, que no se alcanza una remocion total del PCF en los
cultivos liquidos, con ninguna de las concentraciones iniciales de PCF. Una vez alcanzada
la remocion maxima, la concentracion del PCF residual permanece constante. A las 24 h,
los cultivos con una concentracion inicial de 12.5 mg PCF L™ habian alcanzado su maxima
remocion, la cual fue en promedio el 87 + 1.04% del PCF inicial, mientras que los cultivos
con la concentracién inicial de 25 mg PCF L™ solo habfan alcanzado una remocién
promedio del 23.3 + 6.72%. A las 72 h se alcanz6 la maxima remocion de PCF en los
cultivos con 25 mg PCF L™, la cual fue en promedio el 92 + 0.78% del PCF inicial. Con la
concentracion inicial de 25 mg PCF L™ la tasa de remocién promedio obtenida fue de 0.6
mg PCF L™ h™, mientras que con una concentracién inicial de 12.5 mg PCF L™, la tasa de
remocién promedio fue de 0.4 mg PCF L™ h™*. Aunque la remocién maxima del PCF en los
cultivos con 12.5 mg PCF L™ fue en 24 h; la remocién del PCF en los cultivos con la
concentracion inicial de 25 mg PCF L™ fue 1.5 veces mas répida, que la remocion con la

menor concentracion inicial de PCF.
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8 Discusion

En este estudio se utiliz6 la espuma de poliuretano (PUF) y la fibra de nylon como soportes
para la inmovilizacién de R. oryzae ENHE, con la finalidad de remover PCF presente en
medio liquido. Sin embargo, independientemente de la remocion bioldgica causada por R.
oryzae ENHE, los soportes sintéticos removieron PCF del medio liquido por factores
abidticos, como la sorcion. Debido a que es dificil extraer el PCF del los soportes para su
cuantificacion total, se decidié como alternativa, saturar al PUF y la fibra de nylon con
PCF, con la finalidad de eliminar la pérdida de PCF debida a la sorcion. Inicialmente se
habia contemplado que la desaparicion abidtica del PCF era debida solamente al fendmeno
de adsorcidn, sin embargo, es posible que el PCF también pueda ser absorbido por los
soportes sintéticos. Es por esto que se decidid utilizar el término sorcion, que engloba la
desaparicion de PCF por adsorcién y absorcion, en lugar del término adsorcién. Para
caracterizar el fendmeno de sorcién se utilizaron los modelos cinéticos de pseudo-primer y

pseudo-segundo orden, y las isotermas de Freundlich y Langmuir.

Se encontrd que la sorcidn de PCF en PUF sigue una cinética de pseudo-segundo orden. La
sorcion de PCF en PUF fue rapida con un tiempo de equilibrio de aproximadamente 2 h;
éste tiempo de equilibrio fue el doble de lo reportado por Shumack y Chow, (1987) quienes
estudiaron la extraccion de compuestos aromaticos sorbidos en el PUF. Denizli y col.,
(2004) reportaron un tiempo de equilibrio de 3 h para una solucion de clorofenoles (2,4,6-
triclorofenol, p-clorofenol y o-clorofenol) utilizando biomasa seca de P. chrysosporium,
mientras que Kennedy y Pham, (1995) reportaron un tiempo de equilibrio de PCF en

biomasa anaerobia granular de un reactor UASB de aproximadamente 2 h.

Por otro lado, la sorcion de PCF en fibra de nylon fue més lenta en comparacion con la del
PUF. La fibra de nylon present6 un tiempo de equilibrio de aproximadamente 120 h. Los
resultados cinéticos de sorcién de PCF en fibra de nylon se ajustaron bien a los modelos
cinéticos de pseudo-primer y segundo orden. Ho y McKay, (1998), reportaron que el

modelo cinético de pseudo-primer orden de Lagergren no se ajusta bien a un intervalo
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amplio de tiempos de contacto y solo es aplicable entre los primero 20 y 30 min de
contacto. Por lo que, si se desea utilizar este modelo con un intervalo de tiempos de
contacto mayor a 30 min se debe obtener el pardmetro g por ensayo y error 0 utilizar la ge
obtenida a partir de isotermas. En este estudio al ajustar los resultados cinéticos de sorcion
de PCF en fibra de nylon con el modelo de pseudo-primer orden (g, tomada de la isoterma
de sorcion de PCF en fibra de nylon) se encontré que este modelo solo describe el perfil
cinético de sorcién de PCF en los primeros minutos de contacto, por lo que se descarto
como modelo cinético. No hay reportes en la literatura acerca de la caracterizacion cinética
de la fibra de nylon con respecto a sorcion de PCF. En este estudio, se compararon las
constantes cinéticas de pseudo-segundo orden del PUF y la fibra de nylon y se encontrd que
la sorcion del PCF en PUF es en promedio 650 veces mas rapida que la sorcion de PCF en

fibra de nylon.

En los estudios de isotermas de sorcién de PCF, se encontré que el mejor modelo de
isoterma que se ajusta a los resultados experimentales tanto para PUF como para la fibra de
nylon, fue el modelo de Langmuir con la linearizacion tipo Il. En la isoterma de Langmuir
los dos parametros importantes son g, (Mg PCF g™) y Ka (L mg™) que son la capacidad
méaxima de sorcién y el coeficiente de afinidad (el cual es una medida directa de la
intensidad de la sorcion), respectivamente. Los resultados obtenidos en esta tesis muestran
que para el PUF la g, promedio fue de 268.6 mg PCF g™* PUF con una K, promedio de
0.007 L mg™* PCF. Mientras que en el trabajo realizado Hu y col., (1994); donde
inmovilizaron a Flavobacterium sp. ATCC39723 (3) en PUF para la degradacién de PCF,
encontraron que la sorcién del PCF se ajusta al modelo de isoterma de Langmuir con una
gm de 21.3 mg PCF g™ PUF y una K, de 0.03 L mg PCF™* (Kq = 28.7 mg LY). La qgn
encontrada en esta investigacion fue aproximadamente un orden de magnitud mayor a la

reportada por Hu y y col., (1994).

La fibra de nylon presenté una g, promedio de 3.0 mg PCF g™ nylon y una K, promedio de
0.03 L mg™ PCF. En este caso el coeficiente de afinidad fue un orden de magnitud mayor al
encontrado en el PUF; esto sugiere que la sorcién de PCF en la fibra de nylon es mas fuerte

que en el PUF, lo cual fue corroborado por el factor de separacién (R.). Sin embargo, el
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PUF sorbié mayor concentracion de PCF, de hecho, la gy promedio del PUF fue 895.3

veces mayor que la g, promedio del nylon.

La sorcion de compuestos fendlicos en un sélido depende principalmente de cuatro
factores, lo cuales son: 1) la temperatura, 2) el pH del medio, 3) pK,; del compuesto
fenolico y 4) la estructura quimica de las superficies solidas. La molécula de PCF tiene un
pK, de 4.75; si el pH del medio es mayor que el pK, del PCF, las moléculas de PCF se
encontraran primordialmente con carga negativa (aniones). No obstante, si el pH del medio
es menor que el pK, del PCF, las moléculas se encontraron en forma neutra. En los
experimentos de sorcion de PCF realizados en este estudio el pH del medio fue de 5.3, por
lo que, muchas de las moléculas de PCF se encontraban en forma de pentaclorofenolato.
Jianlong y col., (2000) observaron que la biosorcion de PCF en lodos activados secos
estaba en funcion del pH de la solucion. Ellos trabajaron en un intervalo de pH que iba de 6
a 8, y encontraron que a pH 6, la gn aumentaba, mientras que a pH mas basico la gn
disminuia. Todo esto debido a cambio de las cargas de la superficie de contacto de los
lodos activados al cambiar la concentracion de iones hidrégeno. Algo similar fue
encontrado por Deng y col., (2008) en su estudio de biosorcién de PCF y acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) en biomasa de Penicillium chrysogenum. Estos investigadores
realizaron sus estudios de sorcién a diferentes pH tanto con biomasa seca, como con
biomasa polimerizada con polietilenimina; para aumentar el nimero de grupos funcionales
(principalmente aminas primarias, secundarias y terciarias) que pueden realizar sorcién en
la superficie activa. Deng y col., (2008) encontraron que la biomasa polimerizada se
mantenia protonada a pH < 10.2. En ese mismo intervalo de pH las moléculas de PCF y
2,4-D se encontraban en forma de aniones, por lo que, la sorcion del PCF y 2,4-D en la
biomasa polimerizada era debida a interacciones idnicas. Sin embargo, también observaron
que al aumentar el pH del medio, la biomasa polimerizada perdia su carga positiva,

disminuyendo la capacidad de sorcion.

A partir de los resultados experimentales cinéticos y de equilibrio de sorcion de PCF en el
PUF vy la fibra de nylon de esta investigacion, es dificil describir un mecanismo de sorcion

de PCF en los soportes sintéticos. Sin embargd, estos resultados pueden dar algunos
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indicios sobre el posible mecanismo de sorcién del PCF. En los dos soportes sintéticos
utilizados los resultados experimentales tanto cinéticos, como de isotermas de sorcion de
PCF se ajustaron bien a modelos tedricos que describen quimisorcion. Es posible que la
sorcion de PCF en PUF y en fibra de nylon sea por enlaces i6nicos y siga un mecanismo de
sorcion similar al reportado por Jianlong y col., (2000); Deng y col., (2008). Debido a que
estos soportes cuentan con grupos funcionales que pueden ser protonados a pH acido, por
ejemplo: ElI PUF cuenta con nitrégenos de las aminas secundarias de los enlaces uretano y
los nitrdégenos de los diisocianatos, mientras que la fibra de nylon cuenta con los nitrégenos
de las aminas secundarias de los enlaces amida. También es posible que un menor nimero
de nitr6genos que se pueden protonar a pH acido en la molécula de la fibra de nylon
disminuya su capacidad de sorcion de PCF en comparacion con el PUF. Por otro lado, no
se puede que descartar la posibilidad de que el mecanismo de sorcién de PCF en los
soportes sintéticos sea debido a fisisorcion. Ya que es posible que los grupos hidroxilo del
PCF formen puentes de hidrégeno con algunos atomos fuertemente electronegativos
(oxigeno y nitrégeno) del PUF vy la fibra de nylon, como lo reportaron Schumack y Chow,
(1987); estos investigadores observaron que compuestos aromaticos con grupos hidroxilo,
como el fenol, el acido benzoico, y la hidroquinona entre otros, podian formar puentes de
hidroégeno con espuma de poliéster y poliéter; siendo esta ultima espuma la que mayor

numero de puentes de hidrégeno formé con los compuestos aromaticos hidroxilados.

Después de haber encontrado las capacidades méaximas de sorciéon de PCF en el PUF y la
fibra de nylon (gm), se observd cualitativamente, si R. oryzae ENHE podia crecer dentro de
los soportes en condiciones de saturacion de PCF, en comparacion con el crecimiento de R.
oryzae ENHE en PUF y fibra de nylon sin la presencia del PCF. Se encontro que en el PUF
saturado con PCF el crecimiento de R. oryzae ENHE se inhibié fuertemente, pero no la
germinacion de esporas. Mientras que en el PUF sin PCF las espora de R. oryzae ENHE
germinaron mas rapidamente, causando un mayor crecimiento de R. oryzae ENHE que
practicamente invadio el espacio interno del PUF. Debido a que el crecimiento de R. oryzae
ENHE en PUF saturado con PCF a lo largo de 72 h no fue significativo en comparacion al
crecimiento observado en el PUF sin PCF, se descartdé al PUF saturado con PCF como

soporte para la inmovilizacion de R. oryzae ENHE. En cambio, la fibra de nylon saturada
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con PCF, y la fibra de nylon sin PCF presentaron gran crecimiento micelial, inclusive a
simple vista. Esto debido principalmente a su baja capacidad de sorcion maxima de PCF
(gm) Y a factores fisicos como: mayor espacio interno, y menor pérdida de humedad, en
comparacién al PUF. Es por esto que se eligi6 a la fibra de nylon saturada con PCF como
soporte para la inmovilizacién de R. oryzae ENHE.

Una vez identificada la capacidad de R. oryzae ENHE para crecer en fibra de nylon
saturada con PCF, se cuantifico el crecimiento del hongo a través de la determinacion de
glucosamina de la pared celular. Las cinéticas de crecimiento mostraron que el PCF sorbido
por la fibra de nylon, y el PCF libre en el medio inhiben fuertemente el crecimiento de R.
oryzae ENHE dentro del soporte. De hecho, el mayor crecimiento de R. oryzae ENHE se
observo en los cultivos control que tenian fibra de nylon sin PCF sorbido, y fue a las 24 h,
presentando 1.77 veces mayor crecimiento que el encontrado en los cultivos con PCF.
Mientras que el mayor crecimiento de R. oryzae ENHE inmovilizado en fibra de nylon

saturada con PCF se observé a la 36 h, y fue en promedio 18.59 mg biomasa seca g™* nylon.

Utilizando biomasa de R. oryzae ENHE inmovilizada en fibra de nylon saturada con PCF,
con una edad de 36 h, se estudio la capacidad de remocién de PCF en cultivo sumergido
con medio M-N. La remocién de PCF con biomasa de R. oryzae ENHE inmovilizada en
fibra de nylon saturada con PCF fue mas rapida con una concentracion inicial de 25 mg
PCF L, en comparacidn con la concentracién inicial de 12.5 mg PCF L™. La velocidad de
remoci6n obtenida con 25 mg PCF L™ permitié remover en promedio 92% del PCF inicial
en 72 h, mientras que en la cinética de remocién con 12.5 mg PCF L™, la remocion
promedio fue 87% del PCF inicial en 24 h (tabla 8).

Tabla 8 Resumen de los resultados obtenidos en las cinéticas de remocion de PCF con R. oryzae ENHE inmovil en fibra de nylon
saturada con PCF.

Concentracion inicial de PCF Tasa de remocion Porcentaje de
(mg LY (mg PCF L' h}) remocion
12.5 0.6 92 £0.78%
25 0.4 87 +1.04%

Ledn-Santiesteban y col., (2008) mostraron el potencial que R. oryzae ENHE tiene para la

remocion de PCF en cultivo sumergido con biomasa libre, encontrando una remocién
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promedio del 90% del PCF inicial (12.5 mg PCF L) en 48 h. En este trabajo la maxima
remocion alcanzada fue el 92% del PCF inicial en 72 h. Sin embargo, esta remocion se
alcanzé con una concentracién inicial de 25 mg PCF L™, lo cual fue el doble de la
concentracion utilizada por Ledn-Santiesteban y col., (2008). Otro trabajo similar fue el
realizado por Shim y Kawamoto. (2002), quienes reportaron degradacion de PCF con P.
chysosporium inmovilizado en polipropileno en un reactor de lecho empacado alimentado
continuamente con 30 mg PCF L, a un flujo de 2 L d*. Ellos encontraron que en un
periodo de 7 a 21 dias (donde se encontraba el estado estacionario de actividad enzimética)
se degradaba mas del 80% del PCF, en comparacion con las muestras control
(polipropileno sin hongo). Sin embargo, para mantener el estado estacionario de actividad
enzimatica tuvieron que cambiar repetidas veces el medio de crecimiento por un medio
inductivo de la actividad enzimatica, a lo largo de aproximadamente 20 dias. Los resultados
de remocion de PCF obtenidos en esta tesis se realizaron en un sistema en lotes, lo cual
implica solo una alimentacion inicial de PCF. R. oryzae ENHE removi6 practicamente la
misma concentracion de PCF reportada por Shim y Kawamoto, (2002), en solo tres dias de
cultivo sin la necesidad de inducir las actividades enzimaticas. Este hecho hace que la
biomasa de R. oryzae ENHE inmovilizada en fibra de nylon saturada con PCF sea un buen

sistema para la remocion de PCF.
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9 Conclusiones

e Al utilizar un soporte sintético para la inmovilizacion de un microorganismo removedor

de PCF, como R. oryzae ENHE, se debe considerar la desaparicion de PCF por sorcion.

e La fibra de nylon resulté ser el mejor soporte sintético para la inmovilizaciéon de R.
oryzae ENHE, debido principalmente a que presentd una baja capacidad de sorcion
méxima de PCF (3 mg PCF g nylon), en comparacién con la del PUF (268.6 mg PCF
g* PUF). Y ademés, permiti6 un gran crecimiento del hongo en su interior, lo cual no se
observo en el PUF debido principalmente a la alta concentracion de PCF sorbido. Sin
embargo, la fibra de nylon alcanzé el equilibrio de sorcion de PCF muy lentamente, en
aproximadamente cinco dias, en comparacion con el PUF que alcanzé el equilibrio en

aproximadamente 2 h.

e R. oryzae ENHE inmovilizado en fibra de nylon saturada con PCF resulto ser un buen
sistema para la remocién de PCF. Puesto que, removi6 el 87% de 12.5 mg PCF L™ en 24
h, y el 92% de 25 mg PCF L™ en 72 h. Mejorando la remocién de PCF reportada para

este zigomiceto.
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ANEXO A. Curva de calibracion de PCF cuantificada por HPLC
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ANEXO B. Regresion lineal de la cinética de adsorcion de pseudo-primer orden de PCF en

PUF y fibra de nylon
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B2. Linearizacion del modelo cinético de pseudo-primer orden en la adsorcion de PCF en fibra de nylon.

Ledn-Santiesteban, H.H.



Anexo C

ANEXO C. Graficos de las expresiones linearizadas de las isotermas de Freundlich y
Langmuir (tipo | y Il) para la adsorcion de PCF en PUF y su andlisis estadistico de

regresion lineal
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C1. Linearizacion de la isoterma de adsorcion de Freundlich.

C1 Analisis estadistico de regresion lineal para la isoterma de Freundlich

C1.1 Estadisticos descriptivos

Media __ Desviacion tip. N

Log ge 1.6099 .28079 16
Log Ce 1.4013 .34154 16

C1.2 Resumen del modelo

Estadisticos de cambio

Error tip. de

R R cuadrado o Sig. del cambio en Cambio en :
la estimacion E R cuadrado Cambioen F gl1 gl2
.993(a) .985 .03500 .000 .985 951.219 1 14
a Variables predictoras: (Constante), Log (Ce)
C1.3 ANOVA(b)
Suma de Media .
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Regresion 1.165 1 1.165 951.219 .000(a)
Residual .017 14 .001
Total 1.183 15
a Variables predictoras: (Constante), Log (Ce)
b Variable dependiente: Log (qe)
C1.4 Coeficientes(a)
Coeficientes no Coeficientes !
estandarizados estandarizados t Sig. Intervalo de confianza para B al 95%
B Error tip. Beta Limite inferior Limite superior
Log Ke 466 .038 12.236 .000 .384 .548
1/n .816 .026 .993 30.842 .000 .759 .873

a Variable dependiente: Log( qe)

Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior ~ Limite superior
1/n .82 .76 .87
Ke 2.9 2.4 3.5

Paréametro Media
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y = 0.50226 + 0.0037225x R’=0.88598
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C2. Linearizacion de la isoterma de adsorcion de Langmuir tipo 1.

C2 Analisis estadistico de regresion lineal para la isoterma de Langmuir Tipo 1l

C2.1 Estadisticos descriptivos

Media Desviacion tip. N
Celge .6266 .10651 16
Ce 334131 26.93197 16

C2.2 Resumen del modelo

Estadisticos de cambio

Error tip. de la

R R cuadrado estimacion Sig. del cambio en F Cambioen R CambioenF  gll gl2
cuadrado
.941(a) .886 .03723 .000 .886 108.783 1 14
a Variables predictoras: (Constante), Ce
C2.3 ANOVA(b)
Media
Suma de Lo .
cuadrados gl cuadaratlc F Sig.
Regresion 151 1 151 108.783 .000(a)
Residual .019 14 .001
Total 170 15
a Variables predictoras: (Constante), Ce
b Variable dependiente: Ce/qe
C2.4 Coeficientes(a)
Coeficientes no Coeficientes .
estandarizados estandarizados i Sig. Intervalo de confianza para B al 95%
B Error tip. Beta Limite inferior Limite superior
1Ka*Qm .502 .015 33.202 .000 470 .535
1/gm .004 .000 .941 10.430 .000 .003 .004

a Variable dependiente: Ce/ge

Intervalo de confianza al 95%

Parametro i — - — -
Media Limite inferior ~ Limite superior
Ka 0.007 0.006 0.008
Qm 268.6 222.8 338.2
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C3. Linearizacion de la isoterma de adsorcion de Langmuir tipo 1.

C3 Analisis estadistico de regresion lineal para la isoterma de Langmuir Tipo |

C3.1 Estadisticos descriptivos

Media Desviacion tip. N

1/ge .0302 .02262 16
1/Ce .0526 .04323 16

C3.2 Resumen del modelo

Estadisticos de cambio

Error tip. de la

R R cuadrado estimacion Sig. del cambio en F Cambio en R Cambio en F gl1 gl2
cuadrado
.991(a) .982 .00316 .000 .982 755.044 1 14
a Variables predictoras: (Constante), 1/Ce
C3.3 ANOVA(b)
Media
Suma de gl cuadratic F Sig.
cuadrados a
Regresion .008 1 .008 755.044 .000(a)
Residual .000 14 .000
Total .008 15
a Variables predictoras: (Constante), 1/Ce
b Variable dependiente: 1/qe
C3.4 Coeficientes(a)
Coeficientes no Coeficientes Intervalo de confianza para B al
estandarizados estandarizados t Sig. 95%
B Error tip. Beta Limite inferior Limite superior
1/ .003 .001 2.289 .038 .000 .006
1/Ka*Gnm .519 .019 .991 27.478 .000 478 .559

a Variable dependiente: 1/ge

Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior  Limite superior

Ka 0.006 0.0001 0.0102
Im 347.96 175.17 25716.78

Parametro Media
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Anexo D

ANEXO D. Graficos de las expresiones linearizadas de las isotermas de Freundlich y
Langmuir (tipo 1 y 1) para la adsorcion de PCF en fibra nylon y su analisis estadistico de

regresion lineal

Log (ge)

{ y=-0.3118 + 0.32715x R=0.81948
022 Lo b e b b b b a1

1.65 1.7 1.75 18 1.85 19 195 2 2.05

Log (Ce)
D1. Linearizacion de la isoterma de adsorcién de Freundlich.

D1 Andlisis estadistico de regresion lineal para la isoterma de Freundlich

D1.1 Estadisticos descriptivos

Media Desviacion tip. N

Log (qe) .3015 .04951 11
Log (Ce)  1.8745 .13699 11

D1.2 Resumen del modelo

Estadisticos de cambio

Error tip. de la

R R cuadrado estimacién Sig. del cambio en F Cambio en R Cambio en gl g2
cuadrado F
.905(a) .819 .02217 .000 .819 40.857 1 9
a Variables predictoras: (Constante), Log (Ce)
D1.3 ANOVA(b)
Media
Suma de o .
cuadrados gl cuadaratlc F Sig.
Regresion .020 1 .020 40.857 .000(a)
Residual .004 9 .000
Total .025 10
a Variables predictoras: (Constante), Log (Ce)
b Variable dependiente: Log (qe)
D1.4 Coeficientes(a)
Coeflmer)tes no Coeﬁufsntes t Sig. Intervalo de confianza para B al 95%
estandarizados estandarizados
B Error tip. Beta Limite inferior Limite superior
Log (Kg) -312 .096 3.242 010 -529 -094
1/n .327 .051 .905 6.392 .000 211 443

a Variable dependiente: Log (qe)
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Anexo D

Intervalo de confianza al 95%

Parémetro Media — - — -
Limite inferior ~ Limite superior
1/n 0.33 21 44
Ke 0.5 .3 .8
50 j 8
45
i ©
40
© L
o L
S [ o e
35 ©
L o}
30
[ & T y=11.853+0.33698x R’=0.95235
Y- SN R AT B AN R R S|
40 50 60 70 80 90 100 110

Ce (mg PCF /g nylon)

D2. Linearizacion de la isoterma de adsorcion de Langmuir tipo 11.

D2 Andlisis estadistico de regresion lineal para la isoterma de Langmuir Tipo Il

D2.1 Estadisticos descriptivos

Media Desviacion tip. N
Celge 38.2273 8.02007 11
Ce 78.2664 23.22577 11

D2.2 Resumen del modelo

Error tip. de la

Estadisticos de cambio

R R cuadrado estimacion Sig. del cambio en F Cambio en R Cambio en F [s] 8 gl2
cuadrado
.976(a) .952 1.84530 .000 .952 179.896 1 9
a Variables predictoras: (Constante), Ce
D2.3 ANOVA(b)
Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Regresion 612.570 1 612.570 179.896 .000(a)
Residual 30.646 9 3.405
Total 643.216 10
a Variables predictoras: (Constante), Ce
b Variable dependiente: Ce/ge
D2.4 Coeficientes(a)
Coeflmen_tes no Coeficientes estandarizados Intervalo de confianza para B al 95%
estandarizados .
t Sig. —
B Error tip. Beta Limite Limite superior
inferior
1/Ka*Qm 11.853 2.044 5.800 .000 7.230 16.476
1/Qm .337 .025 .976 13.413 .000 .280 .39%4

a Variable dependiente: Ce/ge

Intervalo de confianza al 95%

Pars ’
arametro Media Limite inferior  Limite superior
Ka 0.03 0.02 0.04
Om 3.0 2.5 3.6
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Anexo D
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D3. Linearizacion de la isoterma de adsorcion de Langmuir tipo 1.

D3 Analisis estadistico de regresion lineal para la isoterma de Langmuir Tipo |

D3.1 Estadisticos descriptivos

Media Desviacion tip. N
1/qge 5024 .05770 11
1/Ce .0139 .00481 11

D3.2 Resumen del modelo

R R cuadrado Error tip. de la estimacion Estadisticos de cambio
; . Cambioen R .
Sig. del cambio en F cuadrado Cambioen F gl1 gl2
.893(a) 797 .02740 .000 797 35.337 1 9
a Variables predictoras: (Constante), 1/Ce
D3.3 ANOVA(b)
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Regresion .027 1 .027 35.337 .000(a)
Residual .007 9 .001
Total .033 10
a Variables predictoras: (Constante), 1/Ce
b Variable dependiente: 1/qge
D3.4 Coeficientes(a)
Coeficientes no .- . . .
estandarizados Coeficientes estandarizados t Sig. Intervalo de confianza para B al 95%
B Error tip. Beta Limite inferior Limite superior
1/gm .353 .026 13.376 .000 294 413
1/Ka*Um 10.720 1.803 .893 5.945 .000 6.641 14.800

a Variable dependiente: 1/qe

Intervalo de confianza al 95%

Parametro i
Media Limite inferior ~ Limite superior
Ka 0.03 0.026 0.04
Qm 2.90 2.5 3.5
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Anexo E

ANEXO E. Cinética de crecimiento de R. oryzae ENHE en cultivo sumergido
Para poder interpretar el crecimiento de R. oryzae ENHE en términos de glucosamina en
cultivo sumergido se construyo un curva patron de glucosamina comercial (SIGMA) que se

muestra en el gréfico E1.

04
0.35 —
0.3 —
0.25 —

02 [

Abs.a 530 nm

015 |
01 |

005 |
' —y=0.00022001 + 3.666x R’=0.99373

oL vy
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

mg glucosaminaml™

Grafico E1. Curva patrdn de glucosamina comercial (SIGMA).

En donde:
y = Absorbancia a 530 nm.

x = mg glucosamina mL™*

Por lo que la concentracion de glucosamina en la pared celular de R. oryzae ENHE se pudo

calcular por medio de la siguiente ecuacion:

—0.0002
X= - 3.666 (dl)

A partir de la ecuacion de la recta obtenida de la curva patron de glucosamina comercial

(SIGMA) se encontro el siguiente perfil de crecimiento mostrado en el grafico
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Anexo E

E2, se utilizd6 como control el crecimiento de R. oryzae ENHE en términos de peso seco

(mg de biomasa mL™).
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Gréfico E2. Perfiles de crecimiento de R. oryzae ENHE en FL en términos de Glucosamina y peso seco.

El grafico E2 muestra que la fase de crecimiento rapido de R. oryzae ENHE en medio
liquido; se observo a las 24 h, ya sea en términos de biomasa seca 0 en términos de
glucosamina. La mayor produccion de biomasa en términos de peso seco se obtuvo a partir
de las 48 h de cultivo, y fue de 3.2 + 0.01 mg de biomasa seca mL™. En el caso de
glucosamina la mayor concentracion en la pared celular del micelio de R. oryzae ENHE se
alcanzo a las 24 h, corresponde a la fase de crecimiento rapido del hongo, y fue de 44.7 +
4.7 pg glucosamina mg de biomasa seca™. Una vez alcanzado el maximo crecimiento, ya
sea en términos de peso seco o en términos de glucosamina, la biomasa de R. oryzae ENHE

se mantiene constante por lo menos hasta los 144 h.
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Anexo Hans

ANEXO F. Curva patrén de glucosamina de la pared celular del micelio de R. oryzae
ENHE
La curva patréon de glucosamina de la pared celular del micelio de R. oryzae ENHE en

funcion de biomasa seca se muestra en el gréafico F1.

5000
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Graéfico F1. Curva patron de glucosamina de R. oryzae ENHE.

En donde:
y = Mg glucosamina de la pared celular del micelio de R. oryzae ENHE.

X = mg de biomasa seca.

Por lo que la biomasa seca inmovilizada en la fibra de nylon se pudo calcular a partir de

los ug glucosamina por medio de la siguiente ecuacion:

_ y-178.34
30345 (f1)
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