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RESUMEN

El presente trabajo pretende contribuir al conocimiento que se tiene sobre la eliminacion del 2-
clorofenol (2-CP) en condiciones metanogénicas. El trabajo se dividié en dos partes. Una en la que
se estudid el efecto de la aclimatacion, la adicion de donadores de electrones y el cambio de
atmosfera en la metanizacion y mineralizacion del 2-CP. Como donadores de electrones se
utilizaron acetato y fenol en relacion estequiométrica con el 2-CP, atmdsferas de nitrégeno, didxido
de carbono y helio y tiempos de aclimataciéon de 50 y 80 dias; la concentracion de 2-CP utilizada
fue de 50 mg/L. En la segunda parte se evalud el efecto del oxigeno (0.5-2 mg O,/L) y la
aclimatacién (50 dias) en la metanizacién y mineralizacién del 2-CP. Todos los ensayos se
llevaron a cabo en lote en botellas serolégicas de 60 mL, utilizando como inéculo lodo
metanogénico en estado estacionario proveniente de un reactor UASB.

En la primera parte se encontré fenol en todas las pruebas como intermediario por lo que el primer
paso para la eliminacién del 2-CP fue la decloraciéon reductora, ademas, se detectd metano y
diéxido de carbono como evidencia de la metanizacion y mineralizacion del compuesto.

La aclimatacion no afectd a la eficiencia de consumo (84%) ni al rendimiento de produccion de
biogas (0.7+ 0.12) ya que no se observo diferencia significativa entre cada uno de los tiempos de
aclimatacion y el control (sin aclimatacion). En contraste, la fase de retardo se redujo en un 62.5%
en comparacion con el control. La velocidad especifica de consumo (qs) del 2-CP del control fue de
0.0014+0.0005 mg C/g SSV-d, este valor se incrementé en un 57% y 114% en un tiempo de
aclimatacién de 50 y 80 dias respectivamente.

Con respecto a los donadores de electrones, se observd que el consumo de acetato fue de forma
independiente al del 2-CP y se llevé a cabo en los primeros dias, al mismo tiempo que se observd
incremento en la formacién de biogas. Ademas, no se presentd diferencia significativa en el
rendimiento, eficiencia y velocidades de consumo al adicionarlo con respecto al control (sin
acetato). Con la adiciéon de fenol no se presenté una fase de retardo, ademas, se observé un
incremento en la velocidad de consumo (0.003 a 0.0044+0.0005 mg C consumido/g SSV-d) con
respecto al control. Estos resultados dan evidencia de que el fenol puede actuar como donador de
electrones en la decloracion reductiva y mejorar la velocidad de consumo del 2-CP.

Sobre las atmdsferas, se observé que el didxido de carbono reduce la eficiencia de consumo del 2-
CP debido probablemente a un cambio en la ruta metabdlica provocado por la produccién de otro
tipo de intermediarios, el nitrégeno y helio no influyen sobre el consumo del 2-CP ya que no se
presenta diferencia entre los perfiles de consumo.

En la segunda parte, las eficiencias de consumo (92%) y velocidades especificas de consumo
(0.0015+0.0003 mg C/g SSV-d) no presentaron diferencia significativa con la adicién de oxigeno,
ya que los valores son similares a los del control (sin oxigeno). En la maxima concentraciéon de
oxigeno la produccion de metano (Ypyewnos) Y fenol disminuyeron en un 50% y 42%

respectivamente, mientras que el rendimiento de produccion de diéxido de carbono (Yco,) se
incrementd en comparacion con el control metanogénico, ademas, se detectdé en el balance de
materiales una fraccion de carbono faltante (26%) lo cual sugiere la formacion de un intermediario
formado en una via metabdlica alterna. Con el tiempo de 40 dias de aclimatacion al 2-CP y
oxigeno, el periodo de consumo se redujo en un 50% y la velocidad especifica de consumo
aument6 un 73%.
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ABSTRACT

The aim of this study is to contribute to the knowledge about 2-Chlorophenol degradation under
methanogenic conditions. This work was divided in two parts. The first part was focused on
evaluating the effect of the acclimatization, addition of electron donors and the atmosphere during
mineralization and methanization of 2-CP. Acetate and phenol were used as electron donors in
stoichiometric relation with 2-CP. Nitrogen, carbon dioxide and helium were the atmosphere
assessed; 50 and 80 days were the acclimatization times. In all cases the concentration of 2-CP
used was 50 mg/L. The second part evaluated the effect of several oxygen concentrations (0.5 — 2
mg O,/L) and the acclimatization (50 days) during 2-CP mineralization and methanization. All the
assays were performed in batch cultures using 60 mL serological bottles and adding as inoculum

methanogenic sludge in steady state obtained from an UASB reactor.

In all the experiments phenol was found as intermediary due to reductive dechlorination of 2-CP.
Likewise, methane and carbon dioxide were detected indicating mineralization and methanization of
2-CP.

In the first part, no effect of sludge acclimatization was observed on 2-CP consumption efficiency
(84%) or production yield (0.7t 0.12). However, the lag phase was reduced in 62.5% if compared
with the control. Likewise, the 2-CP specific consumption rate (qs) of the control was 0.0014 +
0.0005 mg C/g VSS*d, this value was increased in 57% and 114% for acclimatization times of 50
and 80 days respectively, In reference to electron donors, it was observed that acetate consumption
was independent of 2-CP consumption. No significant variation in yield products, consumption
efficiencies and specific rates were observed if compared to the control assay without acetate. In
contrast, no lag phase was observed when phenol was used resulting in an increase in the specific
consumption rate (0.003 to 0.0044 + 0.0005 mg C consumed / g VSS * d).

Results concerning to atmospheres showed that carbon dioxide reduce consumption efficiency
probably by a change in the metabolic pathway is given. The change is originated due to the
production of other intermediaries; nitrogen and helium don not influence the 2-CP consumption

because we had not observed difference among the consumption profiles.

In the second part, no effect of oxygen on consumption efficiencies (92%) and specific consumption
rates (0.0015 + 0.0003 mg C/ VSS*d) was observed. At the highest concentration of oxygen
assayed, methane and phenol production (Yyeranos) decreased in 50% and 42% respectively while
the yield of carbon dioxide (Y¢o,) increased compared to the methanogenic control without oxygen.
The material balance suggested formation of an intermediary within an alternating metabolic
pathway. Consumption period was diminished in 50% and the specific consumption rate increased
in 73% when acclimatization sludge for 2-CP and oxygen was used.

10
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1. MARCO TEORICO

1.1 Respiracion anaerobia

La respiracion anaerobia es un proceso bioldgico de oxidorreduccién de azucares
y otros compuestos en el que el aceptor terminal de electrones es una molécula

distinta del oxigeno, éstos pueden ser:

e Nitrato (NO3)

e lon férrico (Fe**)

e Sulfato (SOy)

¢ Dioxido de carbono (CO,)

o Ciertos compuestos organicos (por ejemplo, compuestos halogenados)

En la mayoria de los casos, la fuente de energia usada es un compuesto organico, pero
también algunos de estos compuestos organicos pueden servir como aceptores de
electrones. Casi todos los microorganismos que realizan respiracion anaerobia son
procariotes, y frecuentemente las transformaciones quimicas provocadas durante la

generacion de energia o metabolismo, tienen gran importancia ecoldgica e industrial.

1.1.1 Digestion anaerobia metanogénica

La digestion anaerobia es un proceso biolégico degradativo en el cual parte de los
materiales organicos de un sustrato son convertidos en biogas (mezcla de diéxido de
carbono y metano con trazas de otros elementos), por un consorcio de microorganismos.
Dado que el CO,, es muy comun en la naturaleza, existen varios grupos de procariotes
que son capaces de utilizar al CO, como aceptor final de electrones durante la respiracion
anaerobia. Los procariotes reductores del CO, mas importantes son los metanégenos
(productores de metano), un grupo principal del dominio Archaea, compuesto por

anaerobios estrictos. Por lo general, el donador de electrones es el H,, aunque algunos

1
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otros sustratos, principalmente el acetato, pueden ser convertidos directamente a metano
por la accion de los metandgenos. Por lo tanto, para la conversion de la mayoria de los
compuestos organicos a CH,4, los metandgenos reciben sustratos necesarios a partir de
otros organismos. Esta es la labor de los sintrofos. En la sintrofia dos o mas organismos
cooperan en la degradacion de algunos compuestos. La accion combinada de
fermentadores primarios, sintrofos y los consumidores de H, hacen practicamente que

cualquier compuesto organico puede ser degradado.

En el proceso de digestion anaerobia existe un consorcio de microorganismos que
desarrolla un metabolismo coordinado e independiente que le aporta estabilidad al
sistema. Actualmente se ha establecido un modelo mas completo que consiste en tres

fases que ocurren simultaneamente (Figura 1):

1) Fase hidrolitica y fermentativa.
2) Fase acetogénica y homoacetogénica.

3) Fase metanogénica.

En la primera fase (hidrolitica y fermentativa), los polimeros naturales como celulosa,
pectina, proteinas, aminoacidos, polisacaridos, compuestos aromaticos, lipidos, etc., son
transformados por hidrdlisis y fermentacion en acidos carboxilicos (principalmente acidos
grasos volatiles), alcoholes, hidrogeno y didéxido de carbono. En la segunda fase
(acetogénica y homoacetogénica), las bacterias acetogénicas transforman los productos
finales de la etapa anterior en acetato, hidrogeno y CO,, a su vez las bacterias
homoacetogénicas utilizan H, y CO, para la formacién de acetato. La funcién de esta fase

es generar sustratos como, hidrégeno, CO2 y acetato para las bacterias metanogénicas

(Veeken y col., 2002). En la ultima fase, las bacterias metanogénicas producen CH,, a
partir de H, y CO, o a partir de acetato, ya que éste participa como fuente de carbono y

energia.
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Figura 1. Esquema de la digestién anaerobia. Fuente. Madigan y col. 2004.

La digestion anaerobia puede ser utilizada para la eliminacion de una gran variedad de
compuestos téxicos (Krumme y Boyd, 1988, Annachhatre y Gheewala, 1996, Mohn y
Tiedje, 1992, Fen-xia y Dong, 2004). En esta tesis se utilizd el 2-clorofenol (2-CP) como

molécula modelo.
1.2 Distribucion de clorofenoles
Los clorofenoles son compuestos organicos muy téxicos y ampliamente distribuidos en el

medio ambiente acuatico y terrestre. Estos compuestos se encuentran presentes en

aguas residuales de industrias quimicas (2-180 mg/L), petroquimica (1-400 mg/L),

3
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refinerias (25-50 mg/L), textiles y papeleras (0.03- 600 mg/L), incineracion de desechos
municipales (Parker y col., 1993), entre otros (Sahinkaya y Dilek., 2006).

Las industrias no son las unicas fuentes de contaminantes dado que los clorofenoles son
consumidos en el hogar en forma de insecticidas, fungicidas, desinfectantes y antisépticos
contribuyendo relevantemente en la contaminacién del medio ambiente (Parker y col.,
1993). Por otro lado, la desinfeccion de agua potable por medio de cloraciéon puede
originar la formacion de clorofenoles ya que el cloro disuelto en agua reacciona
rapidamente con los compuestos fendlicos (fenol, guayacol, catecol) produciendo
derivados mono-, di- o triclorados (Knackmuss y Reinike., 1988), reportandose que por
este proceso se generan de 0.1-1600 mg/L (WHO, 1993). Se considera que otra forma en
que los clorofenoles pueden entrar en el medio ambiente es el resultado de la utilizacién
de contaminantes quimicos en forma de conservadores de madera, o por la incineracion
de desechos municipales (Parker y col., 1993). Concentraciones considerables de 2-
clorofenol se forman en el ambiente como resultado de la biodegradacion de compuestos

policlorados a monoclorados (Annachhatre y Gheewala, 1996).

1.2.1 Propiedades fisicoquimicas del 2-clorofenol (2-CP).

El 2-clorofenol (C¢HsCIO), es un liquido desde incoloro a ambar con un olor desagradable,
es soluble en alcohol, éter y soluciones alcalinas. Algunas de sus propiedades
fisicoquimicas se muestran en la tabla 1. El 2-CP es un compuesto muy soluble en agua
(28.5 g/L), por lo que puede migrar facilmente a medios acuosos y contaminarlos (Smith y
col., 1987). Segun la constante de Henry (1.31x 102 atm-L/mol) y la presién de vapor (2.9
x 10° atm), el compuesto tiene baja volatilidad. De acuerdo al coeficiente de particién
octanol-agua (Kow del 2-CP 2.16), que es una medida de como una sustancia quimica
puede distribuirse facilmente en dos solventes inmiscibles, agua (solvente polar) y octanol
(solvente relativamente no polar, que representa a las grasas), el 2-CP puede fijarse con

firmeza a materia organica, sedimento y microorganismos (partes lipofilicas como

membranas celulares). Debido a esto y considerando que la via de exposicion al 2-CP
puede ser por la cadena alimenticia éste tiende a bioacumularse en la grasa corporal de

los animales (Loehr y col., 1988).
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del 2-CP.

Punto de fusion 9.3°C
Punto de ebullicion 175°C

Densidad relativa a 25°C 1.26

Coeficiente de particion (Kow) 2.16

Constante de Henry @20°C 1.31x 102 atm L /mol,

pKa a 25°C 8.48
Solubilidad en agua 28.5¢/L
Peso molecular 128.56

Presion de vapor @20°C 2.9x 103 atm
Fuente. Handbook of Environmental Data on Organic Chemicals
Index Merk

El 2-clorofenol tiene un pKa de 8.48, por lo que es muy probable que exista como una
especie ionica a pH alcalino. Bajo esta condicién aumentara su solubilidad en agua y se
observara una disminucion en su volatilizacion. Por lo tanto, es recomendable mantener el
2-CP a pH cercanos a su pKa, con el fin de evitar pérdidas del compuesto por

volatilizacion.

1.2.2 Toxicidad del 2-clorofenol

La toxicidad de los clorofenoles para humanos depende del grado de cloracion y de la
posicién de los atomos de cloro. La exposicion prolongada a estos compuestos causa
irritacion en mucosas, produce convulsiones, coma y finalmente la muerte. Se sabe que el

2-CP desencadena una variedad de mecanismos a nivel celular como:

¢ Dano ala membrana (Bradberry y col. 2004).
e Desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa (Narasimhen y col., 1992).

e Disrupcién del metabolismo de la Acetil CoA (Bradberry y col. 2004).
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Los clorofenoles pueden ser eliminados a través de la orina, aunque los dafos
fisiolégicos no siempre seran reversibles. En microorganismos y organismos inferiores

también se han observado efectos biocidas (Davoren y Fogarty, 2005).

Ademas el 2-CP es muy toxico para la vida acuatica a concentraciones de 2-7 mg/L
(Annachhatre y col.,1996). El 2-CP ha sido designado como uno de los contaminantes de

alta prioridad por la EPA ya que es muy téxico, persistente y cancerigeno (ATSDR, 2003).

1.3 Eliminacion de clorofenoles

A pesar de que los clorofenoles se caracterizan por ser recalcitrantes, estos pueden ser
eliminados por procesos bidticos y abidticos. Un procesos abidtico utilizado es la
fotodescomposicion, mediante este proceso los clorofenoles experimentan pérdidas y
sustituciones de cloro por grupos oxhidrilo, asi como la formacién y recombinacion de
radicales. Los productos que se forman dependen de la posicién del cloro en el anillo; por
ejemplo, para el 2-clorofenol, el principal producto formado es el pirocatecol, y para el 3-
clorofenol se genera basicamente resorcinol (Miller y col., 1988). Aun cuando la velocidad
de hidrolisis fotolitica para monoclorofenoles y 2,4-diclorofenol puede ser significativa a
longitudes de onda menores que 280 nm y en condiciones alcalinas, ésta es muy baja
cuando se tiene irradiacién solar (>280 nm) y pH casi neutro. Ademas, la luz solar es
altamente atenuada en el agua porque es absorbida por la materia suspendida u otros
compuestos presentes en el agua, asi que la hidrdlisis del 2-CP por la luz solar no
presenta un efecto significativo (Miller y col., 1988). Otro método utilizado es la
volatilizacién (Gantzer y col., 1991), sin embargo, los procesos abibticos ocasionan
contaminacion colateral durante su aplicacién. Por esta razon los tratamientos bioldgicos
son una alternativa recomendable. Los procesos biolégicos que se pueden utilizar para la
eliminacion de 2-CP son la respiracion anaerobia, respiracion aerobia o la combinacion

de ambas.
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1.3.1 Decloracion reductiva

Algunos compuestos clorados funcionan como aceptores de electrones durante la
respiracion anaerobia en el proceso conocido como decloracion o deshalogenacién
reductiva que es la sustitucion de un halégeno (en este caso el cloro) de una molécula por
medio de la adicién de electrones (provenientes de un donador) a dicha molécula (Mohn y
col., 1992). Aunque los compuestos clorados son téxicos, generalmente los productos de
la decloracion son menos toxicos o carecen de toxicidad. Por ejemplo Desulfomonile
crece de forma anaerobia con H, 0 compuestos organicos como donadores de electrones

y el clorobenzoato es el aceptor:

C;H,0,CI +2H" » C7Hs02 + HCI

3-clorobenzoato Benzoato

Hay una amplia variedad de bacterias que pueden llevar a cabo la decloracion reductora

(Mogensen y col. 2003) ver tabla 2.

Tabla 2. Aceptores de electrones para diferentes microorganismos anaerobios.

Microorganismo Aceptor de electrones
Desulfitobacterium dehalogenans 2,4-DCP
Desulfitobacterium strain PCE1 2-CP, 2,4,6-TCP
Desulfitobacterium afinense 2,4 DCP, 3,5-DCP
Desulfitobacterium chlororespirans 2,3-DCP
Desulfitobacterium tiedjei strain DCB-1 Capaz de la dehalogenacion
Desulfitobacterium Frappiere Capaz de la dehalogenacion
Strain 2 CP-1 2-CP

Fuente. Mogensen y col. 2003
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En la digestion anaerobia se utiliza la decloracién reductora como paso inicial para el
consumo de compuestos aromaticos, entre ellos el 2-clorofenol (Mohn y Tiedje, 1992).
Posterior a la decloracion ocurren una serie de reacciones posteriores reacciones que las

llevan hasta la produccion de didxido de carbono y metano.

Diversos autores han estudiado la biodegradabilidad de clorofenoles en digestion
anaerobia. Por ejemplo, Basu y col. (1996) trabajaron con 50 mg de 2-CP/L en un cultivo
en lote con lodos anaerobios adaptados por 4 meses al 2-CP, utilizandolo como aceptor
de electrones y probaron donadores de electrones organicos (extracto de levadura,
acetato, propionato) en diferentes atmosferas (N./CO, y H./CO,). Encontraron que las
mejores velocidades de consumo del 2-CP fueron con extracto de levadura 4.1 mg 2-
CP/L*d (0.0034 mg 2-CP/g SSV-d) y en una atmosfera de N,/CO, de 3.084 mg 2-CP/L*d
(0.0025 mg 2-CP/g SSV-d). Identificaron intermediarios como fenol y benzoato, lo que
mostré que el primer paso en la eliminacion del 2-CP es la transformacién a fenol por
decloracién reductiva. Estos autores enfocaron sus estudios a encontrar las mejores
condiciones para llevar a cabo la decloracién, sin embargo, no evaluaron la produccién de

metano y didxido de carbono como indicadores de la mineralizacién del 2-CP.

En 1985, Mikesell y Boyd utilizaron diversos clorofenoles como aceptores de electrones
entre ellos penta, tetra, tri, di y monoclorados. Utilizaron cultivos en lote con una
atmésfera de N,/CO, (80/20). En este estudio se determinaron las velocidades de
consumo de los clorofenoles (Tabla 3). Ademas, determinaron los intermediarios de las
rutas de degradacion del penta y tetraclorofenol. Reportaron que la decloracion reductora
es el primer paso en la eliminacion del 2-CP, observando que primeramente se da la

remocién de los atomos de la posicién orto, seguidos meta y por ultimo, la posicion para.
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Tabla 3. Velocidades de consumo de clorofenoles en condiciones anaerobias.

Componente Concentracion Velocidad
inicial (mg/L) de desaparicion

2,4,5-TCP 12.38 1.76 mg/L*d
2,4-DCP 12.25 1.75 mg/L*d
PCP 12.5 0.89 mg/L*d
2-CP 204 1.45 mg/L*d
3-CP 17.06 0.31 mg/L*d
4-CP 23 0.16 mg/L*d

Mikesell y Boyd (1985).

Los resultados obtenidos mostraron que las velocidades de consumo de los clorofenoles
dependen de la posicion y del numero de atomos de cloro que se tiene en el anillo. Por
otra parte, en este estudio obtuvieron una velocidad de desaparicién del 2-clorofenol
menor que en el trabajo de Basu y col. (1996), aun cuando la concentracién del
compuesto fue menor, esto se pudo deber a que el inéculo utilizado no fue adaptado

previamente.

En 1999, Becker y col., trabajaron con un consorcio anaerobio, utilizando una
concentracion de 25 mg/L de 2-clorofenol como aceptor de electrones en una atmésfera
de No/CO,/H, (85/10/5). A partir de estos resultados dilucidaron la posible ruta de
mineralizacién del 2-CP (Figura 2), como se observa, el fenol fue el primer intermediario y
sugieren que este fue producido por la decloracion reductora del 2-CP, como segundo
intermediario obtuvieron al benzoato y proponen que probablemente surge via
carboxilacion o deshidroxilacion del fenol, sin embargo, sugieren una ruta alterna que
sucede al adicionar fenol y peptona de proteasa al 2-CP, en este caso se produce 3-
Clorobenzoato (3-CB) que es un compuesto recalcitrante y que probablemente es

consecuencia de la deshidroxilacion del 2-CP.
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Fig 2. Posibles rutas de biotransformacién del 2-CP en un lodo anaerobio.

Haggblom y col. (1993) evaluaron la biodegradacién anaerobia en lote de 13 mg/L de

2CP, 3CP y 4CP con lodos adaptados, acoplado con diferentes aceptores de electrones

como nitrato, sulfato y carbonato. El 2-CP fue consumido bajo las tres condiciones, sin

embargo el tiempo de desaparicion del 2-CP fue diferente en cada caso requiriendo 106,

92 y menos de 30 dias, respectivamente. La velocidad de consumo fue de 4.1 mg/L-d

10
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bajo condiciones metanogénicas y de 1.07 mg/L-d en sulfatorreduccion. También

encontraron al fenol como intermediario.

Ademas, realizaron la estequiometria de la reaccion para comprobar la mineralizacion del
2-CP a CH,; y CO.. Este es el unico estudio de los antes mencionados en los que se
cuantifica la produccion de metano y se realizan balances de masa para comprobar la
mineralizacion del 2-CP, obteniendo la recuperaciéon de 234+28 umol de CH; que

equivalen a 72 £14 ymol (10 mg/L) de 2-CP consumido.

Fen-xia Ye y Dong-sheng (2004) realizaron cinéticas de degradacion de monoclorofenoles
en lote para evaluar el efecto de la aclimatacion en lodos metanogénicos. Encontraron
que en lodos sin contacto previo al 2-CP el consumo de 30 mg 2-CP/L inicio después de
una fase de retardo de 15 dias. Mientras que en lodos con previo contacto con 2-CP de
65 dias, y suplementados con glucosa y 30 mg 2-CP/L, la fase de retardo se redujo a 7
dias. Mencionan que después de un periodo de contacto de 65 y 100 dias la velocidad de
consumo se incremento de 0.25 mg 2-CP/g SSV*d a 0.38 mg 2CP/g SSV*d
respectivamente. Lo anterior aporta bases sobre la importancia de la aclimatacion para

mejorar la velocidad de consumo de clorofenoles.

Hay evidencias que indican que en comunidades anaerobias algunos aceptores de
electrones afectan la actividad de deshalogenacién. Por ejemplo, el sulfato, un aceptor de
electrones utilizado en la sulfatoreduccién, puede inhibir la deshalogenacion reductiva. Al
respecto Suflita y col. (1987) trabajaron con dos poblaciones microbianas, metanogénica y
sulfatorreductora, encontrando que solo la metanogénica mostré la habilidad para
deshalogenar 'y mineralizar cloroanilinas, clorobenzoatos, clorofenoles vy
clorofenoxiacetatos. El potencial para deshalogenar el 2,4,5-triclorofenoxiacetato existié
en ambas poblaciones, pero al parecer la adicidon de sulfato inhibe la dehalogenacion en
la poblacion sulfatorreductora. Asimismo Kohring y col. (1989) reporté que la adicion de
nitrato inhibe la decloracién del 2,4-diclorofenol, el sulfato aumenta el tiempo de
adaptacion y disminuye la decloracién en la posicion orto de la molécula. Sin embargo,
esto no es en todos los casos. Sharak y col. (1989) probaron el efecto de sulfato y nitrato

durante la degradacion por digestion anaerobia de monoclorobenzoatos vy

11
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monoclorofenoles. El sulfato y nitrato agregados inhibieron la decloracion de
monoclorofenoles incluyendo al 2-clorofenol, sin embargo hubo excepciones. Para la
deshalogenacion del 3-clorobenzoato se requiere de nitrato y la decloracion del 4-

clorofenol se estimuld al adicionar sulfato.

La evidencia disponible sugiere que el nitrato, y sulfato en algunos casos puede inhibir la
dehalogenacién en cultivos anaerobios y que esta varia dependiendo de la naturaleza del
compuesto (posicidon y numero de sustituyentes), condiciones quimicas y biolégicas. Otro
factor importante es la composicién quimica del cultivo, ya que puede haber poblaciones
capaces de utilizar aceptores de electrones como nitrato y sulfato, que serian capaces de
competir con las deshalogenantes por los electrones proporcionados por los donadores y
necesarios para la deshalogenacion, probablemente ésta sea una de las explicaciones
para la total o parcial inhibicion de la decloracion reductiva (Mohn y Tiedje, 1992). Debido
a que otros aceptores de electrones pueden afectar la decloracion reductiva, es necesario

poner atencién con éstos en los tratamientos de agua que contengan.
1.3.2 Respiracion aerobia

La respiracién aerobia es el proceso por el cual un compuesto se oxida usando oxigeno
como aceptor final de electrones (Madigan y col., 2004). Se ha descubierto que hay
microorganismos aerobios capaces de eliminar compuestos clorados (Fava y col., 1995).
Para la eliminacion de clorofenoles via aerobia es necesario como primer paso la
oxidacion del compuesto para la formacién de clorocatecoles correspondientes (Mars vy
col., 1997). Posteriormente se debe de romper el anillo aromatico con el atomo de cloro
integrado (Haggblom, 1990). El 2-CP y 3-CP tienen como primer metabolito al 3-
clorocatecol, mientras que el 4-clorofenol es transformado a 4-clorocatecol (Farrel y Brid.,
2000, Haggblom, 1990) ver figura. 3. Los clorocatecoles son el metabolito central de la
respiracion aerobia de los compuestos cloroaromaticos, seguido de éste viene el

rompimiento del anillo por dioxidasas (Farrel y col., 2000).

12
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(1) Fenol hidroxilasa, (2) Catecol 2,3-dioxigenasa

En la degradacion de 2-CP y 3-CP via 3-clorocatecol se ha sugerido que sigue como ruta
el rompimiento meta. En éste se utiliza la enzima catecol 2,3-dioxigenasa (Mars y col.,
1997). Se ha encontrado que generalmente el rompimiento meta del 3-clorocatecol da
como resultado la inactivacion de esta enzima, por lo que el 3-clorocatecol queda
acumulado (Schmidt y col., 1983).

Weiser y col. (1994) mencionan que la oxidacion del 4-CP, tiene como resultado la
produccion de 5-cloro-2-hidroximuconico semialdehido, que es posteriormente oxidado
por el ciclo de los acidos tricarboxilicos a didxido de carbono (Figura 3). Con base en lo
anterior se puede decir que el tratamiento aerobio del 2-clorofenol no es buena opcién
para mineralizarlo ya que se tiene inactiva la dioxigenasa y el 2-CP se transforma a un
intermediario que se acumula. Esto queda evidenciado en un estudio realizado en el 2000
por Farrel y Quilty, quienes utilizaron cultivos en lote bajo condiciones aerobias para la
degradacion de 200 mg/L de 2-CP y 3-CP. Durante la eliminacion del 2-CP y 3-CP

13
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detectaron la inactivacion de la catecol 2,3-dioxigenasa (ver figura 3.). La degradacioén fue
incompleta teniendo una eficiencia de eliminacion para el 2-CP del 68.4% y una eficiencia
de eliminacion de CI del 30.2%. Con respecto al 3-CP obtuvieron una eficiencia de
eliminacion del 100%, eficiencia de eliminacion de CI° del 38%. Por otra parte
observaron una acumulacion de los intermediarios de la ruta del 2-CP y 3-CP entre los

que se encuentra el 3-Clorocatecol.

Sahinkaya y Dilek (2006) evaluaron el consumo de 2.3 g 4-CP/L y 1.2 g 2,4-DCP/L
utilizando lodos aclimatados por 260 dias en un reactor de contacto rotatorio (RBC),
obteniendo eficiencias de remocion de 96% y 97% respectivamente. Cabe mencionar que
el tratamiento del 4-clorofenol se puede hacer via aerobia ya que no hay inhibicion de la
ruta metabdlica. Sin embargo, no identificaron los intermediarios, produccion de diéxido

de carbono o produccion de biomasa como evidencia de la mineralizacion.

Hasta ahora se han considerado dos tipos de respiracion para la eliminacion de
clorofenoles, la aerobia en donde solo se da la transformacién del 2-CP hasta algun
intermediario y la anaerobia en la que se lleva a cabo la decloracion reductora y la
posterior formacion de productos que pueden ser metabolizados por bacterias aerobias
0 anaerobias (Atuanya, 2000), por lo que tedricamente los sistemas secuenciales
anaerobio/aerobio pueden ser una alternativa para la eliminacion de compuestos

aromaticos clorados.

14
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1.3.3 Sistemas anaerobio/aerobio

Utilizar ambos procesos respiratorios (anaerobio-aerobio) puede ser una opcién aplicable
para la mineralizacion de clorofenoles. Al respecto, Atuanya y col. (2000) realizaron un
estudio en el que evaluaron el desempefio de dos reactores; un UASB (anaerobic sluge
blanked) y ASG (aerobic suspended growth) (anaerobio/aerobio) en serie y paralelo para
la degradacion de clorofenoles. Utilizaron 100 mg/L de 2,4-DCP como aceptor de
electrones y 350 mg/L de glucosa como donador de electrones, las condiciones a las que
fueron operados fueron TRH 13.2 y 26.2 h y velocidades de carga organica de
clorofenoles de 0.09 y 0.18 kg/m3-d. Mencionan que los mejores porcentajes de remocion
del 2,4 DCP se obtuvieron cuando utilizaron el mayor TRH y la mayor carga organica.
Cuando solo se utiliza el reactor UASB la eficiencia de remocion de 2,4 DCP es de 52 %
y en el caso del reactor ASG 78 %. Cuando los reactores son operados en serie se tiene
un 86 % de remocion del 2,4-DCP. Con base en estos resultados se puede considerar
que el tratamiento en serie (combinacion de los dos tratamientos) es una mejor opcién
para la eliminacién del 2,4-CP, debido a que el tratamiento anaerobio lleva a cabo la
decloracién reductora, y los productos de esta pueden ser utilizados como sustratos en el

tratamiento aerobio y asi lograr su mineralizacion.

En el 2007, Majumder y Gupta trabajaron con la combinaciéon de un reactor UASB
(anaerobio) y RBC (aerobio) para el tratamiento de 30 mg 2CP/L y 30 mg 2,4DCP/L.
Durante un primer periodo de aclimatacion de 190 dias aumentan la concentracion de
compuestos gradualmente hasta alcanzar 30 mg/L en ambos casos. En el caso del 2-CP
se observo una eficiencia de remocion del 100 % en el reactor UASB (TRH 16 h) por lo
tanto en este ocurre una completa decloracion. ElI reactor RBC (TRH 37.7 h) fue
alimentado con los productos de la decloracién, y sélo se cuantificd la produccion de
diéxido de carbono como evidencia de la mineralizacion sin realizar un balance de
materiales. Con estos resultados se muestra la viabilidad de utilizar un sistema

anaerobio-aerobio para mineralizar el 2-CP.

15
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La caracteristica general de la mayoria de estos estudios es que no toman en cuenta la
volatilizacibn de los compuestos, ademas, no evaluan cualitativamente vy
cuantitativamente los intermediarios y los productos finales. Utilizar  reactores
parcialmente aireados para la mineralizacién de clorofenoles resulta interesante, sin
embargo, para que el proceso se lleve a cabo es necesario que los microorganismos

involucrados cuenten con mecanismos para tolerar el oxigeno.
1.3.4 Efecto del oxigeno en cultivos anaerobios

El oxigeno puede ser un compuesto toxico, sobre todo para los microorganismos que son
acetogénicos y metanogénicos, que son normalmente considerados como anaerobios
estrictos (Hungate, 1969; Whitman y col., 1992). Las bacterias anaerobias estrictas, son
microorganismos incapaces de oxidar el carbono organico a didxido de carbono y aguay
de utilizar el oxigeno en la cadena respiratoria como el aceptor final de electrones. El
oxigeno es un reactivo poderoso que genera radicales potencialmente toxicos para las
células, sobre todo, el peroxido de hidrégeno y superdxido (Pfenning, 1978,; Morris,
1979,; Gottschalk y Peinemann, 1992). El efecto téxico puede dafiar el ADN

cromosomico.

Las bacterias aerobias y facultativas poseen mecanismos apropiados para protegerse
del oxigeno. Es un hecho que la proteccion es por la presencia de dos enzimas, la
superoxido dismutasa (SOD) y la catalasa (Morris, 1979; Gottschalk y Peinemann, 1992;
Fee, 1992).

Se ha sugerido la falta total de SOD como la razén para la intolerancia del oxigeno de
las bacterias anaerobias estrictas (Morris, 1979), aunque hay algunas bacterias
anaerobias estrictas que pueden contener SOD, razén por la cual pueden tolerar niveles
bajos de oxigeno (Rolfe y col., 1978; Morris, 1979). En lodos anaerobios granulares, un
factor importante para la tolerancia a la exposicion de O, de bacterias metanogénicas y
acetogénicas es la presencia de bacterias facultativas en los mismos. La presencia de
metanogénicas y facultativas puede dar como resultado la existencia de bicapas (Kato y
col. 1997). Como se observa en la figura 4, en las bicapas, los microorganismos
anaerobios estrictos como las metanogénicas, se encuentran en el centro mientras que
las facultativas estan localizadas en la periferia, esto permite que la difusién y consumo
del oxigeno se de en su mayoria en la parte de las facultativas y aerobias, que lo utilizan

para su metabolismo (Wijkieks et al., 1991).
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Fig 4. Bicapa formada en un lodo granular. Kato y col. (1997)

En lodos de reactores UASB (Upflow Anaerobic Sluge Blanket), las bacterias aerobias y
facultativas utilizan el oxigeno presente en las aguas residuales, creando condiciones de
anaerobiosis que favorecen la actividad de las bacterias metanogénicas. Con lo anterior
se puede explicar cdmo las bacterias metanogénicas pueden estar presentes y realizar

su metabolismo en presencia de oxigeno.

Garibay y col. (2005) en un reactor de lecho fluidizado parcialmente aireado con cargas
de aire 0.001 vvm, 0.01vvm y un control metanogénico para la remocion de una mezcla
de 80 mg/L-d de triclorofenol (TCP) y 20 mg/L-d fenol, con una carga de 1 g DQO-
sacarosa/L-d como donador de electrones, con una trampa de carbén activado para
determinar la volatilizacion, utilizando un reactor metanogénico como control. Algunos de
los resultados que observaron fue que la eficiencia de remocion del TCP y fenol para los
tres casos fue del 100%. La produccion de metano fue afectada negativamente ya que en
el reactor control obtuvieron 0.29+0.10 L/LFB*d y a una carga de 0.001 y 0.01 vvm
alcanzaron 0.04+0.02 y 0.02+0.01 L/LFB*d respectivamente. Con estos resultados se
puede decir que aunque la actividad metanogénica decrezca significativamente puede
ocurrir en condiciones parcialmente aireadas. De esta manera se estaria produciendo
menos metano y mas dioxido de carbono que en términos de contaminacion es mas
recomendable. En este estudio no dan una explicacion del papel que juega el oxigeno en

la eliminacion del TCP.
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Como se ha mencionado anteriormente, la utilizacion de sistemas anaerobio-aerobio son
una buena alternativa para el tratamiento de clorofenoles, este se puede lograr aireando
parcialmente los cultivos anaerobios. En este proyecto se pretende utilizar un cultivo
metanogénico y adicionar bajas concentraciones de oxigeno para mineralizar el 2-CP. Se
pretende cuidar aspectos como la medicion de oxigeno, la produccion de metano e
intermediarios, ya que en muchos casos solo evaluan la desaparicion de clorofenoles sin
analizar intermediarios o produccion de biogas, asi como tratar de explicar el papel del

oxigeno en la eliminacién de este tipo de compuestos.
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2. JUSTIFICACION

Entre los compuestos con mas alta toxicidad presentes en el medio ambiente se
encuentra el 2-clorofenol. La mineralizacion del 2-clorofenol mediante metanogénesis no
estd completamente evidenciada, ya que en algunas investigaciones sélo se mide su
desapariciéon y la formacién de algunos intermediarios como fenol, benzoato y no se

cuantifica la produccion de metano.

No existen estudios sobre la mineralizacion del 2-Clorofenol en condiciones anaerobias
parcialmente aireadas. Sin embargo, se ha encontrado que para otros clorofenoles se
mejora la velocidad de consumo, aunque el papel que juega el oxigeno en estos cultivos

no esta claro.
3. OBJETIVO

Estudiar en cultivos en lote, el efecto de diferentes donadores de electrones y del oxigeno
en la metanogénesis del 2-CP a través de la eficiencia de consumo de sustrato,

rendimiento y velocidades especificas.
3.1 Objetivos particulares

Evaluar:

e El efecto de diferentes concentraciones de 2-CP sobre lodos metanogénicos en

condiciones anaerobias.

e El efecto de diferentes donadores de electrones sobre la mineralizacién a una
concentracién constante de 2-CP, bajo condiciones anaerobias.

e El periodo de aclimataciéon de los lodos al 2-CP sobre la velocidad de

mineralizacion de este compuesto.

e El efecto de diferentes concentraciones de oxigeno sobre la mineralizacion del 2-
CP
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4.MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales
4.1.1 Reactor metanogénico UASB y fuente de inéculo

Se instald un reactor UASB, elaborado de vidrio con un volumen de operacion de 1420
mL (figura 5). El reactor fue alimentado en continuo por medio de una bomba peristaltica
con manguera de silicon. El biogas generado por el reactor fue separado por una
campana de liquido-biogas-biomasa recolectado y llevado por medio de una manguera de
silicon para su cuantificacion a una columna de desplazamiento que contenia una
solucion de 300 mg de NaCl/L con un pH de 2 y con rojo de metilo como indicador. Previo
a su operacion en continuo el reactor fue alimentado en lote con acetato (1 g/L) por dos
meses como fuente de carbono y medio mineral Visser modificado (Visser y col., 1995).
Las condiciones de operacion del reactor en continuo fueron: TRH 2 dias, temperatura de
32+0.5°C, flujo de alimentacion 0.49 mL/min y una velocidad de carga de 146 mg de
C/L-d (380 mg acetato/L-d). El reactor se inoculd con un lodo granular proveniente de una
planta de tratamiento de agua residual de una industria cervecera (Central de Malta) en el
estado de Puebla el cual contenia 17.52 g SSV/L. Después que los lodos alcanzaron el
estado estacionario metanogénico, estos fueron utilizados como indculo para los ensayos

cinéticos en lote.

1. Columna de desplazamiento

2. Influente

R
-

I 4L}

w
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Lodo granular

Campana de separacion

5. Efluente

6. Puerto de muestreo de lodo
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Figura 5. Reactor UASB.

4.1.2 Medio de cultivo

El medio de cultivo que se utilizé para la alimentacion del reactor UASB, fue el medio
Visser modificado. La modificacién consisti6 en que el medio no contenia extracto de
levadura y a la adicién de calcio en una concentracion de 100 mg/L, para favorecer la
granulacion en lodos anaerobios (Yu y col., 2001). Como fuente de carbono y energia se

utilizé acetato de sodio (1g/L). En las tablas 4 y 5 se muestra la formulacion del medio de

cultivo.
Tabla 4. Medio mineral Visser. Tabla 5. Elementos traza
Componente g/L Componente g/L
NaH2PO4 0.703 FeCl2 4H20 2
NH.4CI 0.028 MnCL2 4H.0 0.786
MgSOs 0.111 NazSeOs; 0.1
CaCl> 0.1 H3BOs3 0.05
NaCl 0.297 ZnClz 0.05
KCl 0.5 (NH4)eMo7024 0.05
Elem. traza (mL) 1 AICl5 0.05
NiClz 6H20 0.05
CoClz 6H20 0.07
CuCl2 2H.0 0.05
HCI (Concentrado) 0.05 (mL)

4.1.3 Cinéticas anaerobias

Las cinéticas en lote se realizaron en botellas serologicas de 60 mL, que contenian 35.5
mL de medio mineral Visser, 4.5 mL de in6culo y 20 mL de espacio de cabeza, se
variaron algunas condiciones como concentraciones de 2-CP, atmdsferas, donadores de
electrones, presencia de oxigeno. Los experimentos fueron disefiados de manera que

cada botella s6lo correspondiera a una muestra. Todas las botellas fueron incubadas a
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35°C y de cada una se determind la produccién de biogas, la concentracion de 2-

clorofenol e intermediarios asi como el carbono total presente en el medio de cultivo.

4.1.3.1 Pruebas abiéticas de volatilidad y adsorciéon con el 2-CP

Las pruebas abiéticas se realizaron con el fin de identificar la presencia de interacciones
quimicas entre los componentes del medio de cultivo y el 2-clorofenol, fendmenos de
volatilizacién y de adsorcién en los lodos granulares. Ambas pruebas se hicieron por
triplicado a tres diferentes concentraciones 10, 50, 100 mg 2-CP/L y con atmdsfera de
nitrégeno. La prueba de volatilidad se realizé en ausencia de indculo, bajo las condiciones
antes mencionadas. La prueba de adsorcion se realizd en presencia de inéculo inactivo

(esterilizado a 15 Ib/plg® por 3 horas).
4.1.3.2 Actividad metanogénica

La actividad metanogénica esta definida como la velocidad de produccion de metano con
respecto al tiempo y al contenido de solidos suspendidos volatiles expresada en mg
DQO-CH, mg SSV' d'. La prueba de actividad se realiz6 con dos sustratos
independientes como fuente de carbono (glucosa y acetato), a una concentracion de 2
gDQO/L cada uno y medio mineral Visser. La prueba se realizd con inéculo proveniente
del reactor, por duplicado y como controles se utilizaron botellas y medio mineral sin

fuente de carbono (Tabla 6).

Tabla 6. Disefo experimental para la prueba de actividad metanogénica.

Fuente de DQOr Relacion masica Medio mineral Inéculo
Carbono (g/L) g DQO/g SSV (mL) (mL)
Glucosa 2 0.5 30.7 9.3
Acetato 2 0.5 30.7 9.3

Control 0 0 30.7 9.3

Se cuantifico la produccion de biogas durante 24 h, por medio del volumen desplazado en

tubos de solucién salina (pH 2) y DQO.
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4.1.3.3 Pruebas para la eleccién de la concentracién de trabajo de 2-CP

Con la finalidad de evaluar el efecto de la concentracion de 2-CP sobre los lodos
anaerobios, se realizaron pruebas en lote probando tres concentraciones de 10, 50 y 500
mg/L de 2-CP en presencia y ausencia de acetato (donador de electrones), en relacion
estequiométrica con el 2-CP, en atmésfera de nitrogeno. En la tabla 7 se muestra el
disefio experimental de las cinéticas de 2 CP.

Tabla 7. Diseio de las cinéticas de 2 clorofenol a 10, 50 y 500 mg/L.

Acetato 2-CP Carbono de 2-CP
Carbono de

Muestra (mglL) Acetato (mg/L) (mglL) (mglL)
Control 0 0 0 0

1 59 2.36 10 5.6

2 29.6 11.84 50 28

3 296 118.4 500 280

4 0 0 10 10

5 0 0 50 50

6 0 0 500 500

4.1.3.4 Prueba con diferentes donadores de electrones y atmoésferas en la
mineralizacion del 2-clorofenol

Se realizaron cinéticas en lote para evaluar el efecto de diferentes dos donadores de
electrones organicos (acetato, fenol) sobre la mineralizacién de 50 mg 2CP/L, utilizando
tres atmosferas (N, CO,y He). En la Tabla 8 se muestra el disefio experimental de estas
pruebas. Se evaluaron la velocidad de consumo, eficiencia de consumo y rendimiento de

produccion de biogas a partir del carbono consumido.
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Tabla 8. Diseio de la cinética de 2-CP, para evaluar el efecto de diferentes donadores.

2-CP  Carbono 2-CP Donador de
(mglL) mg CIL electrones  Atmoésfera
Muestra (mg CIL)
Control 0 0 0 Nitrogeno
Control 0 0 0 Helio
Control 0 0 0 Diéxido
1 50 28 0 Nitrogeno
2 50 28 11.82 Nitrogeno
4 50 28 0 Diéxido
5 50 28 0 Helio
6 50 28 35P Helio

3 Acetato P Fenol

4.1.3.5 Prueba de mineralizacion del 2-CP en 50 y 80 dias de aclimatacion al

compuesto

Con los lodos utilizados en las pruebas anteriores, se realizd una cinética en lote para

evaluar el efecto del tiempo de aclimatacion (50 dias) sobre la mineralizacion de 2-CP,

utilizando una concentracién de 50 mg/L, en presencia y ausencia de acetato en relacion

estequiométrica como donador organico de electrones y una atmésfera de nitrégeno. La

tabla 9 muestra el disefio experimental de estas pruebas.
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Tabla 9. Diseiio de las cinéticas de 2 clorofenol, para evaluar el efecto de la aclimatacion.

2-CP Carbono de 2-CP Carbono de
Muestra  (mg/L) (mglL) Acetato (mg/L) acetato (mg/L)
Control 0 0 0 0
1 50 28 29.6 11.8
2 50 28 0 0

Con los lodos utilizados en la cinética anterior se realizdé una prueba en lote para evaluar
el efecto de un tercer periodo de aclimatacion (80 dias) sobre la mineralizacién de 2-CP,
utilizando una concentracién de 50 mg 2-CP/L (28 mg C/L) y una atmésfera de nitrégeno,
en este caso no se utilizé acetato dado que en pruebas anteriores se observo que este se

consumia de forma independiente.

4.1.4 Cinéticas con oxigeno

4.1.4.1 Cinética de mineralizacién del 2-clorofenol en presencia de oxigeno

Para evaluar el efecto del oxigeno sobre la mineralizaciéon de 2-CP se realizaron
cinéticas utilizando una concentracion de 50 mg 2-CP/L y se probaron 4 concentraciones
de oxigeno (0.5, 1, 1.5, 2 mg/L) utilizando las misma condiciones que las cinéticas

anaerobias. En la tabla 10 se muestra el disefio experimental de estas cinéticas.

Tabla 10. Diseio de las cinéticas de mineralizacidon del 2-CP en presencia de oxigeno.

2-CP Carbono de 2-CP Oxigeno

Muestra  (mg/L) (mg CIL) (mg/L)
Control 0 0 0
1 50 28 0
2 50 28 0.5
3 50 28 1
4 50 28 15
5 50 28 2
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Una vez finalizada estas cinéticas se volvieron a adicionar 50 mg 2CP/L a cada una de las
botellas para evaluar el efecto de la adaptacion al 2-CP y al oxigeno del in6culo siguiendo

el mismo disefio experimental de la tabla 10.
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4.2 Métodos analiticos

En la tabla 11 se muestran los métodos analiticos utilizados en el trabajo experimental.

Tabla 11. Métodos analiticos

Analisis Método
2-CP, fenol y benzoato Cromatografia de liquidos a alta presién (HPLC)
Biogas Cromatografia de gases detector de conductividad térmica CG-TCD
Carbono organico total Analizador de carbono organico total TOC
Acetato Cromatografia de gases detector de ionizador de flama CG-FID
DQOy SSV APHA, 1995

De cada uno de los métodos analiticos se hicieron al menos tres curvas de calibracién, se
obtuvieron los coeficientes de variacién, correlacion y se determinaron los parametros de
la ecuacién de la recta, para todos los casos el coeficiente de variacién fue menor al 15
%, lo que indica que todos los métodos fueron reproducibles. En la tabla 12, se presentan

los valores de las pendientes asi como los coeficientes de correlacion.

Tabla 12. Promedios de pendientes de la recta y coeficientes de correlaciéon de los métodos

analiticos

Andlisis Concentracion (mg/L) Pendiente Coef. Correlacion
2-CP 0-100 18481+ 1295 0.9927+0.08
Fenol 0-100 14015+1154 0.9999+0.001
Benzoato 0-100 13543+1043 0.9843+0.06
Metano 0-50 352.58+23 0.9974+0.003
Dioxido de carbono 0-50 111.59+14 0.9899+0.007
Carbono total 0-100 257.05+24 0.9943+0.005
Carbono inorganico 0-100 340.26+78 0.9888+0.009
Acetato 0-100 149.53+42 0.9845+0.08
DQO 0-1600 0.0005£0.0001 0.9925+0.001
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4.2.1 Cuantificacion de 2-clorofenol, fenol y benzoato.

La identificacion 2-CP e intermediarios se realiz6 mediante una sola inyeccién por
cromatografia de liquidos a alta presiéon (HPLC) utilizando un detector de arreglo de

diodos, las condiciones de operacion del cromatografo fueron las siguientes:

e Fase movil: acetonitrilo,agua (50:50) e Flujo: 1 mL/min
e Columna C18 5y, 250 mm X 4.6 mm e T:20°C
e A:280nm

Se prepararon estandares de 2-clorofenol, fenol y benzoato. Se elaboraron a partir de
estas se realizaron diferentes diluciones de soluciones madre de 1000 mg/L de fenol y
1000 mg/L de benzoato. El volumen de inyeccién fue de 20 uL de la muestra filtrada con
membrana de nitrocelulosa de 0.22 ym GSWP y 13 mm de diametro. Cada concentracién
se midio por triplicado. La figura 6, muestra las curvas resultantes del método analitico. A
partir de los parametros obtenidos en las curvas se determinaron las concentraciones no

conocidas de 2-clorofenol, fenol y benzoato de cada una de las muestras.
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]
S
<<
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500000
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Figura 6. Curvas de calibracion de 2-CP, fenol y benzoato
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4.2.2 Determinaciéon de (CH,y CO,) por cromatografia de gases (TCD)

La composiciéon de biogas (CH, y CO,) fue determinada en un cromatdgrafo de gases

HP-3850 con un detector de conductividad térmica (TCD). Las condiciones fueron las

siguientes:
e T.Columna: 100°C e (Gas acarreador: Helio
e T.Inyector: 50°C e  Flujo: 25 mL/min

e T. Detector: 100°C

Para la medicién del biogas se baso en la ley de los gases ideales, ya que 1 mol de gas a
1 atm y 273°K ocupa 22.4 L. El volumen de gas generado se ajustdé a condiciones
estandar de presion y temperatura, tomando 0.8 atm de presion atmosférica y 35°C de
temperatura. Para realizar la curva de calibracion, se prepararon estandares de CH,;y
CO, en botellas serologicas de 60 mL, la mezcla de gases ocupd 20 mL correspondientes
al espacio de cabeza. Esta curva se realizé por triplicado y se hizo desde 0 a 50 mg/L de
metano y didxido de carbono. En la figura 7 se muestra el perfil de la curva de metano y
diéxido de carbono.
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Figura 7. Curva estandar de metano y diéxido de carbono por CG-TCD
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4.2.3 Determinacion de carbono total y carbono inorganico por TOC.

La cuantificacion de carbono organico e inorganico se realizdé por medio de un analizador
de carbono organico total TOC-5000 (Shimadzu). El equipo se encarga de analizar por

separado el carbono total e inorganico.

Para la preparacién de la curva estandar para carbono total se pesaron 2.125 g de
Biftalato de potasio en un litro de agua desionizada para evitar interferencia, esto equivale
a 1000 mg de C/L, a partir de ésta se hicieron disoluciones en un intervalo de
concentracién de (0-100 mg C/L). En la figura 8 se muestra el perfil resultante de la curva

para carbono total.
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Figura 8. Curva estandar de carbono organico total e inoganico.

Para la preparacion de la curva de carbono inorganico se pesaron 3.5 g de bicarbonato de
sodio y 4.41 g de carbonato de sodio en un litro de agua desionizada, esto equivale a
1000 mg de C/L, de ésta se prepararon concentraciones de 0-100 mg/L. En la figura 8 se

muestra el perfil de la curva resultante de carbono inorganico.
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4.2.4 Determinacion de acetato por cromatografia de gases (FID).

El acetato se cuantifico por cromatografia de gases (CG) con un detector de ionizacion
de flama (FID), columna AT 1000, 0.53 mm x 1.2 mm x 10 m equipado con un inyector

automatico. Con las siguientes condiciones de operacion:

e T.Inyector:130°C e T.Columna: 150°C

e T. Detector : 150°C e (Gas acarreador : 4.5 mL de Ny / min

La curva estandar se realizo por triplicado y se prepard a partir de una solucion madre de
acetato de sodio con una concentracion de 100 mg/L, las concentraciones finales fueron
de 0-100 mg/L, cada una de éstas fue acidificada con 50 yL de HCI al 50% Yy filtradas en
membranas de nylon de 0.45 ym de tamafio de poro. En la figura 9 se muestra la curva

resultante para la determinacion de acetato
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Figura 9. Curva estandar de acetato por CG-FID
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4.2.5 Determinacion de demanda quimica de oxigeno (DQO) soluble por la técnica
de reflujo cerrado (APHA, 1995)

Esta prueba se realizé para determinar el contenido de materia organica de un analito
susceptible a la oxidacidon con base al oxigeno equivalente determinado por el método de
reflujo con dicromato de potasio. La curva de calibracién se hizo a partir de una solucién
madre de glucosa a 1500 mg/L, con concentraciones de 0 a 1500 mg/L. Fueron medidos
después de su preparacion en el espectrofotémetro a 620 nm, en la figura 10 se muestra

el perfil de la curva de DQO.
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Figura 10. Curva estandar de DQO.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Cultivo en continuo
5.1.1 Reactor metanogénico

Se opero6 el reactor metanogénico por un periodo de dos meses, después de este tiempo,
se observé que la velocidad de salida de carbono con respecto al tiempo tuvo un
coeficiente de variacion menor que 10% por lo que se puede inferir que se logro obtener
el estado estacionario metanogénico del lodo. Se obtuvo una eficiencia de remocion del
60% = 6 por lo que mas de la mitad del carbono alimentado se esta consumiendo vy el
0.89 de la fraccion de este se va para la produccion de biogas (Yps 0.89 + 0.1). La
Figura 11, muestra el perfil del comportamiento del reactor en estado estacionario,
alimentado con acetato como fuente de carbono a una velocidad de 155 mg de C/L-d. El
rendimiento de produccién de biogas indicé que el proceso fue desasimilativo. Esto puede
deberse a la composicion del medio de cultivo el cual se encuentra desbalanceado
(relacion C/N de 38.6). El proceso metandgenico se mantuvo estable fisioldgicamente, por
lo que los lodos provenientes de éste se utilizaron para llevar a cabo las pruebas de

mineralizacion en lote.
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gura 11. Velocidades de carga de carbono de acetato y velocidad de producciéon de biogas.
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5.2 Cultivos en lote

5.2.1 Prueba de actividad metanogénica

La prueba de actividad metanogénica se llevd con dos sustratos, glucosa y acetato, bajo
las condiciones mencionadas en materiales y métodos (4.1.3.2). Las velocidades
especificas de la actividad metanogénica fueron diferentes para cada sustrato. En el caso
del acetato se obtuvo una velocidad de 0.03 g DQO/g SSV-h (0.72 g DQO/g SSV*d) y con
glucosa 0.01 g DQO/g SSV-h (0.33 g DQO/g SSV-d). La Figura 12 muestra el perfil de
comportamiento de la actividad metanogénica cuando se tiene acetato y glucosa como
sustrato.
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gura 12. Actividad metanogénica del in6culo con acetato y glucosa.

De los resultados de actividad metanogénica se observé que es mayor cuando el sustrato
es acetato, por este motivo se eligié el acetato como sustrato para la alimentacion del

reactor y como donador de electrones en las pruebas con 2-clorofenol.
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5.3 Pruebas abiéticas de volatilidad y adsorcién.

El porcentaje de volatilidad y adsorcién para cada una de las tres concentraciones

probadas por un periodo de 30 dias se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Porcentaje de volatilizacion y adsorciéon del 2-clorofenol

2-CP Porcentaje (%)

Concentracion (mg/L) Volatilizado  Adsorbido

10 8.5+0.6 15.6+0.9
50 3.9+0.3 5.1+0.5
100 3.4+0.4 46+0.3

Se puede observar que los porcentajes de volatilizacion y adsorcion son mayores para la
menor concentracion. La diferencia entre estos valores probablemente se debidé a que el
error experimental obtenido a concentraciones menores que 20 mg/L es muy alto (mayor
que 10%), aunado a esto, el equilibrio que se forma entre la fase liquido y gas a cualquier
concentracién es la misma, por lo que el porcentaje que esta en la fase gas es igual en los
dos casos no importando la concentracion, por esta razén al realizar los calculos es de

esperarse que sea mayor la volatilizacion cuando se trata de 10 y 50 mg 2-CP/L.

Se puede observar en la tabla 13, que la adsorcion del 2-CP en el lodo, en los tres casos
es mayor que la volatilidad, esto se debe a las propiedades fisicoquimicas del compuesto,
ya que aunque es poco volatil (presién de vapor 2.9 x 10° atm), esta propiedad se ve
reducida por la alta solubilidad en agua (28.5 g/L). Esto concuerda con lo mencionado por
Mogensen y col. (2003) que reportan que el 2-clorofenol es un compuesto hidrofébico y
poco volatil. El Kow para el 2 CP es 2.16 (Tabla 1), este valor refleja que puede fijarse
con firmeza a materia organica como membranas celulares de microorganismos. Esta
propiedad coincide con lo obtenido experimentalmente, en donde se observa un mayor
porcentaje de adsorcion con respecto a la volatiidad. El porcentaje de adsorcion

obtenido se  puede comparar con el resultado de Basu y col. (1996), en donde reportan
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un 3% de adsorcion, este porcentaje es parecido a lo obtenido a 50 y 100 mg de 2-
CPI/L. El valor de adsorcién y volatilidad fueron considerados para la correccion de los

ensayos biodticos.

5.4 Prueba para la eleccion de la concentracion de trabajo de 2-CP

Se probaron tres concentraciones de 2-clorofenol (10,50 y 500 mg/L), que equivalen a
5.9, 29.6 y 296 mg C/L respectivamente, en presencia y ausencia de acetato como
donador de electrones. Se probaron estas concentraciones ya que en la bibliografia la
mayoria de las investigaciones en condiciones anaerobias en lote se realizo en un
intervalo por debajo de 50 mg/L. Las figuras 13,14 y 15 muestran el consumo del 2-CP y

produccion de biogas a través del tiempo, los resultados se expresan en términos de

carbono.
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Figura 13. Consumo del 2 CP a concentraciones de 10 y 50 mg 2-CP /L, con acetato (c/a) y

sin acetato (s/a).

En las figura 13 se puede observar que el consumo de 2-CP en presencia o ausencia de

acetato como donador de electrones es similar en las concentraciones bajas. Para las
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concentraciones de 10 y 50 mg 2CP/L hubo produccién de biogas como evidencia de

mineralizacion.
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Figura 14. Produccion de biogas en presencia y ausencia de acetato a concentraciones de

10 y 50 mg 2-CP /L, sin acetato (s/a) y con acetato (c/a).

A la concentracién de 10 mg 2-CP/L se obtiene un coeficiente de variacion mayor que
15%, por lo que los resultados obtenidos en esta concentracion se consideraron como no
confiables. Este coeficiente se ve disminuido a mayores concentraciones (50 y 500 mg
2-CP/L). En la figura 15 se observa a 500 mg 2-CP/L practicamente no hay actividad

bioldgica, ya que el consumo es casi nulo asi como la produccion de biogas.
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£
8 100 -
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—e—[2 CP] 500 ppm) sfa =2 GP] 600 ppm) cfa
—e— BIOGAS] (BO0 ppm) sfa —8—[BIOGAS] (500 ppm) cla
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Figura 15. Comportamiento del 2 CP y produccion de biogas en presencia y ausencia de

acetato a 500 mg 2CP/. Con acetato (c/a) y sin acetato (s/a).

Lo antes mencionado queda corroborado en la tabla 14, en donde se observan

eficiencias, rendimientos y velocidades para cada uno de los casos.

Tabla 14. Eficiencia, rendimiento y velocidades a cada una de las concentraciones de 2-

clorofenol.
10 mg 2CP/L 50 mg 2CP/L 500 mg 2CP/L
s/lacetato c/acetato s/acetato cl/acetato s/acetato cl/acetato
Eficiencia (%) 93.0£20 100.0£20 36.12.1 34.842.5 3.8+1.8 4.3£2.1
Rendimiento (Y) 0.460.15 0.260.17 0.510.06 0.560.03 0.560.02 0.700.03
Velocidad (s 0.0012+0.001  0.0018+0.001 0.0014+0.0005 0.0015+0.0005 0.00003+0.00001 0.00002+0.00001

Yo (C de biogas/C consumido) gs (mg de C consumido /g SSV-d)

Como se muestra en la tabla 14, a 10 mg 2-CP/L se tienen eficiencias altas, sin embargo,
como se menciond, el error experimental a esta concentracion es alto (mayor 15 %) por lo
que se decidié no tomar esta concentracién para posteriores pruebas. A la concentracién
de 500 mg/L las eficiencias y velocidades de consumo son bajas en presencia y
ausencia de acetato (3.8+ 1.8 y 4.3£2.1), ademas, la produccion de biogas es casi nulo.
La concentracion que se tomd como base para las cinéticas posteriores fue la de 50 mg/L
ya que se consumio el 34.8-36.1% de 2-CP, ademas, el rendimiento alcanzado (Ygiogase-
cp)de 0.51-0.56 indica que una fraccién del 2-CP se va para la produccién de biogas. En
la literatura algunos autores como Wiegel y col. (1990), Basu y col. (1996) y Haggblom y
col. (1997) trabajaron con cultivos anaerobios en lote en donde utilizaron concentraciones
menores que 50 mg/L de clorofenoles. Cabe mencionar que en la bibliografia la maxima
concentracion de 2-CP utilizada es bajo condiciones aerobias y esta es de 200 mg/L
(Farrel y col., 2002), teniendo una eficiencia del 38%, sin embargo, en este estudio hay

acumulacion de intermediarios carbonados.
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5.5 Efecto de diferentes donadores de electrones en la mineralizacion del 2-

clorofenol.

En estas se utilizé una concentracion de 50 mg 2-CP/L y diferentes donadores de
electrones (acetato, fenol) para conocer cual de estos mejoro la velocidad de consumo y
diferentes atmadsferas, nitrogeno, helio y CO, para conocer si estas intervienen en el

consumo del 2-CP.

En la figura 16 se observa el perfil de comportamiento en una atmésfera de didxido de
carbono y acetato como donador organico de electrones, se puede observar que hay
presencia de fenol lo cual indica que el 2-CP se deshalogena y biogas lo que indica que
posteriormente se mineraliza y metaniza. El periodo de consumo es de 38 dias y la fase

de retardo de 8 dias.

Carbono (mg/L)

0 10 20 30 40 50
Tiempo (d)
- O = 2-CP (sfa) ——"2-CP (cfa) — K = biogés (sfa)
—e— hiogas (cfa) = < = fenol [sfa) —e— fenol (cfa)

Figura 16. Consumo de 2-CP y produccion de biogas, con acetato y didoxido de

carbono como atmésfera. Sin acetato (s/a), con acetato (c/a).

En la Figura 17 se muestra el comportamiento del consumo de 2-clorofenol y produccion
de metano en términos de carbono, con atmésfera de nitrégeno. El periodo de consumo
fue de 38 dias y la fase de retardo de 8 dias.

39



zﬂ' .: f;gg’ %j ann

En ésta se observd que no hay diferencia en el perfil de consumo de 2-CP con o sin
acetato como donador organico de electrones, sin embargo, no se evalud si el consumo
de acetato fue independiente al 2-CP. La produccion de fenol como intermediario,
nuevamente indicd que el primer paso de la eliminacion de este compuesto fue la
decloracioén reductora lo cual concuerda con lo reportado en estudios de eliminacion por
digestion anaerobia (Mikesell y col., 1985, Basu y col., 1996; Becker y col., 1999; entre
otros). La presencia de biogas, infiere la metanizacion y la mineralizacién del 2-CP.
Aunque la produccion de biogas fue mayor cuando esta en presencia de acetato, esto
pudo ser el resultado de la mineralizacion de forma independiente del acetato, sin

embargo, en esta prueba no se monitoreo su consumo.

Carbono (mg/L)

1] 10 20 Tiempo (d) 30 40 50
- 47 = 2-CP (sfa) —{F—2-CP (c/a) — &% — biogas(s/a)
—— hiogas (c/a) - X = fenol (s/a) — = fenol (c/a)

Figura 17. Consumo de 2-CP, produccién de biogas en presencia y ausencia de

acetato, en atmosfera de nitrégeno. Sin acetato (s/a); con acetato (c/a).

En el caso de la atmdsfera de nitrégeno, se observa que aun en ausencia de acetato
como donador de electrones hay consumo de 2-CP, eso se puede deber a un metabolito
endogeno que puede actuar como donador de electrones o a la presencia de trazas de
fenol en el reactivo o por la formacién de alguna oxidacion quimica del 2-CP que forme
productos que puedan servir como donadores de electrones. Dado que se ha reportado
que el fenol puede ser utilizado como donador de electrones, se evalud este caso en una
atmosfera diferente al nitrégeno (helio), ya que en algunos casos se ha encontrado que el
consumo de los clorofenoles se puede dar en casos donde solo existe nitrégeno (Boyd y
Shelton, 1984, Janke y Novak, 1990). No se utiliz6 acetato ya que solo se quiso probar
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el fenol como donador de electrones. En la figura 18 se observa el perfil de
comportamiento del 2-CP utilizando fenol como donador de electrones en una atmosfera
de helio y como indculo un lodo metanogénico con un contacto previo con el 2-CP de 80
dias. En el perfil se observa que no se presenté una fase de retardo y el periodo de
consumo de 2-CP se redujo a un intervalo de 18-20 dias. Ademas, se produjo fenol como
producto de la deshalogenacion como intermediario transitorio y biogas como evidencia

de la metanizacion y mineralizacién del 2-CP.

20 +
3 40
E 30
2
3 20 A
S 10 4

O ﬁ T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (d)
——2-CP =—{1—Fenol —r—Metano

Figu
ra 18. Consumo de 2-CP, produccién de biogas con fenol como donadores de electrones

en atmosfera de helio.

En la tabla 15 se encuentran reportados las eficiencias, rendimientos y velocidades de
consumo para cada unos de los casos. En ésta se puede observar que se tiene mayor
eficiencia cuando se trabaja en atmodsfera de nitrégeno y helio en comparaciéon con el
didxido de carbono. La baja eficiencia de consumo de 2-CP en el caso del didxido de
carbono puede ser ocasionada por la produccion de otros intermediarios como el 3-
clorobenzoato (3-CB) que se puede formar como resultado de la carboxilacion del 2-CP
por presencia de CO, y que provocar la disminucién el consumo del 2-CP (Becker y col.,

1999), sin embargo, en este trabajo no se determiné la presencia de 3-CB.
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Tabla 15. Eficiencia, rendimiento y velocidad de consumo del 2-Clorofenol.

Tratamiento Rendimiento
Eficiencia (%) Y(Clbiogasi(Clalim Velocidad (qs)
Nitrogeno S/A* 87.02+1.3 0.52+0.07 0.0016+0.0005
Nitrogeno C/A** 90.86+1.7 0.86+0.05 0.0018+0.0005
Dioxido S/A* 66.89+2.1 0.95+0.09 0.0013+0.0005
Dioxido C/A** 43.70+2.9 0.78+0.07 0.0010£0.0005
Helio (fenol) *** 100+1.7 0.66+0.05 0.0044+0.0005

* Sin acetato ** Con 29.6 mg/L de acetato *** 41.3 mg/L de fenol. gs(mg C consumido/g SSV*d)

Se observan incrementos en los rendimientos (Yp/s) cuando se utiliza acetato, en las
atmaésfera nitrégeno esto podria ser debido a la produccion de metano a partir del diéxido

de carbono y a la mineralizacion de acetato de forma independiente (Madigan y col.,
2004).

No se observa diferencia significativa entre las velocidades de consumo de 2-CP para los
casos de nitroégeno y diéxido de carbono en presencia y ausencia de acetato, sin
embargo, al utilizar fenol como donador de electrones y lodo aclimatado (en contacto con
2-CP por 80 dias) como in6culo se observa un incremento de tres veces la velocidad de
consumo (0.0013 a 0.0044 mg C consumido/g SSV*d), este incremento puede deberse
principalmente a la presencia de fenol ya que un lodo aclimatado por el mismo tiempo sin
adicién de fenol sélo incrementa dos veces su velocidad (tabla 16). Estos resultados dan
evidencia de que el fenol puede actuar como donador de electrones en la
deshalogenacion reductiva y mejorar la velocidad de consumo, por lo que probablemente
en las cinéticas realizadas anteriormente el fenol podria estar presente como producto de
alguna reaccién quimica y posteriormente como parte del metabolismo del 2-CP. Cabe
mencionar que en la prueba control con helio y 2-CP hay consumo del mismo aun en
ausencia de un donador de electrones, y muestra un perfil similar a cuando la atmodsfera
es nitrogeno, por lo tanto se descarté que el nitrogeno intervenga en la metanizacion y

mineralizacion del 2-CP.

5.6 Prueba de mineralizacion del 2-CP en 50 y 80 dias de aclimatacién al

compuesto.
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La concentracion inicial para ambos casos fue de 50 mg 2-CP/L, con nitrdgeno como
atmésfera. En el caso de la segunda alimentacion se realizé con el inéculo aclimatado por
50 dias (atmdsfera nitrégeno), con el objetivo de evaluar el efecto de la aclimatacién
sobre consumo del 2-CP. Se utilizé acetato para tener monitoreado su consumo e
identificar si actia como donador de electrones. En la figura 19 se muestra el perfil de
comportamiento de consumo de 2-CP, produccion de fenol, consumo de acetato y

produccion de biogas.

50

Carbono (mg/L)

.

0 5 10 15 20 25
Tiempo (d)
e 2-CP (c/a) = /= Fenol(s/a) -—e— Fenol(c/a)
e Acetato = O= [C] biogas (s/a) —te [C] biogas c/a

Figura 19. Consumo de 2-CP y acetato, produccion de fenol y biogas en una segunda

alimentacion de 2-CP.

En el perfil de consumo de acetato, se puede observar que el consumo de acetato es de
forma independiente al del 2-CP y se lleva a cabo en los primeros dos dias de la cinética,
al mismo tiempo que se observa el incremento en la formacion de biogas (figura 19), dado
que el consumo de 2-CP inicia después de 8 dias, la produccion de biogas en los

primeros dos dias proviene Unicamente de la mineralizacion del acetato.

En la tercera adicion de 2-CP, se utiliz6 como inéculo lodo metanogénico con un contacto

previo al compuesto de 80 dias (figura 20).
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Figura 20. Consumo de 2-CP, produccion de fenol en una tercera alimentacion de 2-CP.

En ambas alimentaciones se observd produccion de fenol como intermediario, por lo que
probablemente la ruta metabdlica del 2-CP no fue modificada por los periodos de
aclimatacion. El tiempo de consumo se reduce en un 50% en comparacion con el lodo sin
aclimatacion, sin embargo, entre 50 dias y 80 dias de aclimatacion no se observa
diferencia. La tabla 16 muestra la velocidad de consumo, eficiencia de consumo,
rendimientos y fases de retardo, en los diferentes tiempos de aclimatacién bajo las

mismas condiciones (atmdsfera de nitrégeno y sin acetato).

Tabla 16. Variables de respuesta de las cinéticas de adaptacion del lodo al 2-CP.

TIEMPOS DE ]
ACLIMATACION (DIAS)
0 50 80
Velocidad (qs) 0.0014+0.0005  0.0022+0.0005  0.003+0.0005
Eficiencia (%) 87.14+2.43 81.64 £2.13 84.85+2.23
Rendimiento Yiclpiogasiclatim 0.84+0.10 0.70 £0.12 0.88 £ 0.08
Fase de retardo (d) 8+1 611 311

La eficiencia de consumo y rendimiento no se ven afectadas por el contacto previo del
indculo al 2-CP, ya que no se observa diferencia significativa en cada una de las
cinéticas. Se puede observar que la fase de retardo disminuye conforme aumenta el

tiempo de contacto con el 2-CP teniendo una reduccion en la cuando el indculo es
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aclimatado por 80 dias (tercera alimentacién) de un 62.5% (3 dias) con respecto al
in6culo sin adaptar. Esto concuerda con lo mencionado por Fen-xia Ye y Dong-sheng.
(2004), quienes sugieren que un periodo de 100 dias de aclimatacion reduce la fase de

retardo.

La velocidad especifica de consumo del 2-CP aumenta 57% y 114% en un tiempo de
aclimatacion al 2-CP de 50 y 80 dias -CP respectivamente. Buitrén y col. (1998)
mencionan que con un contacto previo del 2-CP al in6culo, obtienen un aumento de
velocidad especifica de consumo, este aumento coincide con lo obtenido es este

experimento.

Aun cuando para mejorar la velocidad de consumo del 2-CP, se requirié de un periodo de
aclimatacion de 80 dias, la mayoria de los autores mencionan tiempos de aclimatacion
mayores. Por ejemplo, Basu y col. (1996) reportan que después de un tiempo de
contacto al 2-CP de 200 dias inici6 el consumo teniendo una velocidad especifica de
consumo de 0.0019 mg C/g SSV-d, menor a la obtenida con 80 dias de aclimatacion de
lodo (tabla 16). Becker y col. (1999) obtuvieron una eficiencia de consumo del 68.5%
cuando alimentaron 25 mg 2-CP/L en condiciones metanogénicas empleando cultivos
aclimatados previamente por 70 dias y utilizando una mezcla de N,/CO,/H, (85/10/5),

obteniendo una eficiencia menor a la obtenida en estos ensayos.
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5.7 Cinéticas en lote con oxigeno

5.7.1 Cinéticas de mineralizacion del 2-clorofenol en presencia oxigeno

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto del oxigeno en la mineralizacion del
2-CP en condiciones metanogenicas, por lo que se probaron cuatro concentraciones
diferentes de oxigeno (0.5-2 mg O./L). Se utilizd6 una concentracion de 50 mg 2-CPI/L,
con una atmdsfera de nitrégeno y como indculo lodo metanogénico sin contacto previo al
2-CP. En las figuras 21 y 22, se muestran los perfiles de consumo del 2-clorofenol y de
produccion de fenol como intermediario en cada una de las concentraciones ensayadas.
Se puede observar que el perfil de consumo en todos los casos es similar al control (sin
oxigeno), por lo que se puede inferir que el oxigeno no tiene efecto sobre el consumo de
2-CP.

Carbono (mg/L)

0 10 20 30 40
Time (d)

=(==2-CP sin oxigeno =—=[2-CP]0.5ppm = [2-Cp] 1 ppm

—m=[2-CP] 1.5 ppm ==[2-CP] 2 ppm
Fig
ura 21. Consumo de 2-CP, en la primera alimentacién de 2-CP, en presencia de oxigeno

Hay produccion de fenol como intermediario, lo cual sugiere que se esta llevando a cabo

la decloracién reductora como primer paso de la mineralizacién del 2-CP, sin embargo, se
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puede observar que al incrementar la concentracion de oxigeno disminuye la produccion

de fenol hasta un 58 %.

= 20 -

-

o8

£ 15

210

o

2 5

S

D L. 1
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——[fenol] sin oxigeno —&—[Fenol] 0.5 ppm ——[Fenol] 1 ppm
—O—[fenol] 1.5 ppm ——[Fenol] 2 ppm

Figura 22. Produccién de fenol en la primera alimentacién de 2-CP, en presencia de

oxigeno

Por otra parte, no se observé que el oxigeno tenga efecto positivo sobre la disminucion
de la fase de retardo, ya que ésta es de 8-10 dias, similar a las cinéticas anteriores en

donde el indculo no tuvo contacto previo al 2-CP.

Carbono (mg/L)

Tiempao (d)
= < = [Biogas] Sin oxigeno =—f— Biogaz] 0.5 ppm oxigeno
== [Biogas] 1 ppm oxigeno —C=—[Biogas]1.5 ppm oxigeno

== [Biogas] 2 ppm oxigeno
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Figura 23. Produccién de biogas con inéculo sin aclimatar a 2-CP, en presencia de oxigeno.

El perfil de produccion de biogas (Yus) fue similar en todos los casos (Fig. 23). Lo cual da
evidencia de que se esta mineralizando una fraccion del 2-CP consumido. Sin embargo, la
relacion metano-didxido de carbono disminuyd, siendo menor la produccién de metano,

esto se aprecia en el rendimiento (Yyeanos), Ver tabla 17.

Tabla 17. Variables respuesta de las cinéticas en la primera alimentacién de 2-CP, con

diferentes concentraciones de oxigeno.

PRIMERA ALIMENTACION
Oxigeno mg/L 0 0.5 1 1.5 2
Velocidad (qs) 0.001540.0003  0.0012+0.0005  0.0013+0.0002  0.0015+0.0003  0.0014+0.0004
Eficiencia (%) 100£2.3 92.17+3.2 95.28+3.1 85.40+2.4 88.01+3.1
Rendimiento Y(cimetanoiiclalim 0.76+0.11 0.64+0.09 0.4340.13 0.4+0.08 0.3840.09

gs(mg C consumido/ mg SSV*d)

Se observa que el rendimiento de produccion de metano (Ywetanos) decrece conforme
aumenta la concentracion de oxigeno, teniendo una disminucion del rendimiento en un
50% en la maxima concentracion de oxigeno (2mg/L). Mohn y Tiedje (1992) mencionan
que la adicion de oxigeno puede reducir la produccién de metano en la digestién
anaerobia, lo cual se ve reflejado en este experimento. La  eficiencia y velocidad
especifica para cada uno de los casos no presenta diferencia significativa con la adicion

de oxigeno, por lo cual queda evidenciado que el oxigeno no mejora estos parametros.

En la tabla 18, se muestran los porcentajes de producciéon de fenol con respecto a un
control anaerobio. En esta se observa que la produccién de fenol disminuye con la
presencia de oxigeno. Esta disminucién se puede deber a un posible cambio en la ruta
metabdlica. Es decir, aunque se puede llevar a cabo la decloracion reductiva (ruta
anaerobia) dado que el cultivo no esta saturado con oxigeno, una fraccion del 2-CP se
puede estar consumiendo por una via alterna, esta podria ser la ruta aerobia en donde los
principales intermediarios son los clorocatecoles (Farrel y col., 2000), dando como

resultado intermediarios diferentes al fenol.

48



zﬂ' .: f;gg’ %j ann

Tabla 18. Porcentaje de formacion de fenol en cada tratamiento.

mg 0, /L % FENOL
0.5 93.443.2
1 77.7+4.6
1.5 50.3+4.9
2 42.1+3.8

Realizando el balance de materiales (tabla 19) se puede observar que el carbono se
encuentra presente como 2-CP, fenol y biogas (CH; y CO,), sin embargo, hay una
fraccion de carbono faltante (26%) dentro del balance que incrementa conforme la
concentracién de oxigeno aumenta. El faltante de carbono final puede ser explicado como

un intermediario formado en una via metabdlica alterna como se menciond anteriormente.

Tabla 19. Balance de carbono final de la cinética en presencia de oxigeno.

Inicial [mg_jIL] Final [mg/L]
Tratamiento [C] Total
[02] [C] de 2-CP [C] de 2-CP [C] Fenol [C] Biogas final [C] Faltante
0 28.9+2.9 0 10.441.3 16.0+1.8 26.4+2.1 24408
0.5 31.0£1.9 24421 12.54¢1.5 12.742.3 27.7£0.7 3.341.2
1 315425 1.4+1.6 9.4+1.3 16.3£1.2 27.3+1.1 41+1.0
15 32.0+2.2 46418 6.7+1.9 15.7+1.8 27.2+1.7 4.8+1.2
2 30.3+1.8 3.6+2.2 5.6+1.5 13.0+1.8 22.3+15 8.0+1.3

Debido a que en cinéticas anteriores se observd que el contacto previo del indculo con el
2-CP aumenta la velocidad especifica de consumo, se evalué el efecto de un contacto
previo al 2-CP y al oxigeno sobre el indculo. Con una concentracion de 50 mg 2CP/L y
una atmosfera de nitrégeno se probaron cuatro concentraciones diferentes de oxigeno
(0.5-2 mg Oy/L).

En las figuras 24 y 25, se muestra el comportamiento del consumo del 2-clorofenol y la
produccion de biogas, con las diferentes concentraciones de oxigeno y el control en

ausencia de oxigeno.
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Figura 24. Consumo de 2-CP, con el in6culo aclimatado por 40 dias al 2-CP y oxigeno.

En los perfiles se puede observar que el comportamiento en el consumo de 2-CP y la

produccion de biogas es similar no importando la concentracién de oxigeno adicionada.

18
__ 18
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—— Biogas|[0] — # - Biogas|[0.5] — /v = Biogas|[1]
—i— Biogas|[1.5] —O— Biogas[2]

Figura 25. Produccién de biogas con el inéculo aclimatado por 40 dias al 2-CP y oxigeno.

Se puede observar en la tabla 20, que tanto en la primera como en segunda adicion de 2-
CP, las diferentes concentraciones de oxigeno no provocan diferencias en velocidades

especificas de consumo y eficiencias
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Se observa un cambio en la velocidad especifica de consumo de 2-CP entre la primera y

segunda alimentacion, sin embargo, estos son debidos a el efecto de la aclimatacién

Tabla 20. Variables respuesta de las cinéticas en la primera, segunda alimentacién de 2-CP,

con diferentes concentraciones de oxigeno.

SIN ACLIMATACION

[Oxigeno] mg/L 0 0.5 1 15 2

Velocidad (qs) 0.0015+0.0003  0.0012+0.0005  0.0013+0.0002  0.0015+0.0003  0.0014+0.0004

Eficiencia (%) 100+2.3 92.17+3.2 95.28+3.1 85.40+2.4 88.01+3.1
Rendimiento Yicimetanofclaiim 0.760.11 0.64+0.09 0.430.13 0.4+0.08 0.380.09

CON 40 DIAS DE ACLIMATACION AL 2-CP Y OXIGENO

[Oxigeno] mg/L 0 0.5 1 15 2

Velocidad (qs) 0.0026+0.0005  0.0023+0.0005  0.0022+0.0003  0.0022+0.0004  0.00250.0003

Eficiencia (%) 81.88+3.6 75.23+6.4 77.91+3.7 78.94+3.6 80.77+2.4
Rendimiento Yicimetanofclaiim 0.81+0.09 0.66+0.1 0.48+0.13 0.350.15 0.330.12

gs(mg C consumido/g SSV*d)

Al igual que en la primera alimentacion, el efecto del oxigeno solo se observa en la
disminucion de produccion de metano reflejado en el rendimiento (Yueans) ¥ €N la

disminucion de la produccién de fenol.

El periodo de aclimatacion del indculo al 2-CP y oxigeno influyd en la fase de retardo, ya
que ésta disminuy6 en un 38%. El tiempo de consumo del 2-CP sélo se redujo en un
11%, aun cuando la velocidad especifica de consumo aumentd un 73% (tabla 21). Estos
valores son similares a los obtenidos en condiciones anaerobias y con 50 dias de
aclimatacion (tabla 16). Wiggings y col. (1987), sugieren que durante el periodo de
aclimatacion existe una multiplicacién de microorganismos especializados en el consumo
de compuestos toxicos. En comunidades aerobias, los periodos de aclimatacion son de
horas o algunos dias (Wiggings y col., 1987, Timothy y col.,, 1989), pero para
comunidades anaerobias estos periodos tipicamente llevan dos semanas o hasta seis
meses (Horowitz y col., 1983). Feng-xia y Dong-sheng (2004), mencionan que se debe
tener una atencion especial en las comunidades microbianas ya que juegan un papel

importante en este tipo de procesos.
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6. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se evalud el efecto de diferentes donadores de electrones y del

oxigeno en la metanogénesis del 2-CP en ensayos en lote, para esto se dividié en dos

partes:

cinéticas bajo condiciones metanogénicas y cinéticas en condiciones

metanogénicas en presencia de oxigeno. Se evalud el efecto de la aclimatacién al 2-CP,

en ambos casos.

Los resultados obtenidos permiten concluir que:

En condiciones metanogénicas.

El acetato no actua como donador de electrones en la mineralizacion del 2-
clorofenol.

El fenol adicionado o producido actia como donador de electrones en la
mineralizacion y metanizacién del 2-CP, ademas, ayuda a aumentar la velocidad
especifica de consumo.

Después de un periodo de aclimatacion de 80 dias al 2-CP la velocidad especifica
de consumo del 2-CP aumento significaticamente de 0.0014-0.003 mg c/g SSV-d y

la fase de retardo disminuy6 en un 38 %.

En condiciones metanogénicas en presencia de oxigeno.

La metanizacion del 2-CP disminuye, reflejado en los rendimientos de produccion
de metano.

El oxigeno no tiene efecto sobre la eficiencia y velocidad de consumo de 2-CP.

La produccion de fenol se reduce en un 42 % y aumenta la producciéon de
diéxido de carbono ("), probablemente debido a un cambio en la ruta metabdlica

0 acumulacion de algun intermediario.
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