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CAPITULO I

1. INTRODUCCION

Los contaminantes presentes en el medio acuatico son el reflejo de las sustancias quimicas
empleadas en procesos industriales y en la formulacion de productos comerciales. Los
clorofenoles son compuestos organicos muy toxicos y ampliamente distribuidos en el medio
ambiente ya que existe una larga tradicién de su empleo debido a sus propiedades fisicas y
quimicas, que les dan aplicaciones como disolventes, fitosanitarios, preservadores de madera,
limpiadores, etc. En otras ocasiones los compuestos organoclorados aparecen en forma de
subproductos en procesos quimicos en los que intervienen el cloro o sus derivados, como es el
caso del blanqueo de pasta de papel o la cloracion del agua. Debido a sus propiedades
antimicrobianas, se les ha utilizado para preservacién de la madera, pinturas, fibras vegetales,

cuero, y como desinfectantes.

Los clorofenoles son compuestos quimicos orgdnicos en los cuales uno o mas atomos de
hidrogeno del fenol son remplazados por uno o mas atomos de cloro. Hay 5 tipos bdsicos de
clorofenoles (mono, di, tri, tetra y pentasustituidos) y 19 clorofenoles diferentes. La mayoria de
los clorofenoles son sélidos a temperatura ambiente excepto el 2- cloro fenol (2-CP). El 2-
clorofenol es un liquido incoloro o de color ambar, con un olor desagradable, soluble en alcohol,
éter y soluciones alcalinas. El 2-CP es un compuesto con una solubilidad en agua (28.5g/L), por lo
que puede emigrar facilmente a medios acuosos y contaminarlos. Segun la constante de Henry
(1.31x 10 atm.L/ mol) y la presién de vapor (2.9x10° atm), el compuesto tiene baja volatilidad
(Tabla 1). De acuerdo con el coeficiente de particidon octanol/agua, que es una medida de como
una sustancia quimica puede distribuirse facilmente en dos disolventes inmiscibles, como agua
(solvente polar) y octanol (solvente relativamente no polar, que representa a las grasas), puede
fijarse con firmeza a la materia organica, sedimentos y microorganismos (partes lipofilicas como

membranas celulares).



Tabla 1. Propiedades Fisicoquimicas del 2 - CP

Punto de fusidn 9.3°C

Punto de ebullicién 175°C

Densidad relativa a 25 °C 1.26

Coeficiente de particidon(kow) 2.16

Constante de Henry a 20°C 1.31x10” atm L / mol

pKaa 25°C 8.48
Solubilidad del agua 28.5g/L
Peso molecular 128.56

Presion de vapor a 20°C 2.9X10° atm

En comparacién con otras clases de compuestos orgdnicos, los clorofenoles muestran grados de
toxicidad variable, dependiendo de la cantidad de cloros presentes en el anillo aromatico. El 2-
clorofenol y 3-clorofenol son considerablemente mas téxicos que los fenoles diclorados, pero
menos toxicos que el pentaclorofenol. El 2-CP es muy tdxico para la vida acudtica a
concentraciones de 2-7 mg/L (Annachhatre y col., 1996) y ha sido designado como uno de los

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

1.1. Métodos de eliminacion de clorofenoles.

Existen procesos para eliminar los compuestos fendlicos halogenados; se incluyen los procesos
fisicoquimicos (irradiacidon con luz, fotocatdlisis y oxidacién quimica) y bioldgicos (respiracion
aerobia y anaerobia). Sin embargo en el caso de los procesos fisicoquimicos se implican mayores
costos en el tratamiento y pueden dar como productos compuestos mas téxicos que el 2-CP.

(Mohny Tiedje, 1992)

1.1.1 Procesos biolégicos

Los clorofenoles pueden ser eliminados del medio ambiente por bacterias que realizan una
biotrasformacién del compuesto, en donde la velocidad de biodegradacion dependerd de la
cantidad de microorganismos presentes y de las caracteristicas del medio: pH, nivel de oxigeno,

cantidad de nutrientes y temperatura, etc. (Cantary col., 1991)

En condiciones aerobias, la ruta metabdlica seguida por los compuestos clorofendlicos involucra

primero una hidroxilacion para formar los correspondientes clorocatecoles, seguida de la ruptura



del anillo en posicién orto, que es catalizada por enzimas dioxigenasas. Posteriormente ocurre la
pérdida espontanea de cloro durante el paso de lactonizacion, hasta finalmente producir CO,, H,0
y iones cloro, en otras palabras la mineralizacion completa del compuesto haloaromatico. Sin
embargo, en el caso del 2-CP puede existir inactivacién de las dioxigenasas provocando la

acumulacidn de intermediarios (Farrel y Brid., 1999).

En condiciones anaerobias, se ha encontrado que la via de eliminacion del 2-CP es Ia
deshalogenacion reductiva, provocando la formacién del fenol como principal intermediario el
cual tiene una toxicidad diez veces menor. El fenol también es dificil de degradar, pero la
degradacién se puede conseguir con mucha mayor facilidad que en el caso del 2-clorofenol.
Posteriormente ocurre la formacién de benzoato por medio de la carborxilacion del fenol, y este
compuesto es facilmente metabolizable por digestion anaerobia a metano y diéxido de carbono
(Basu y col. (1996), Haggblom y col. (1993)).

Debido que un proceso aerobio puede dar intermediarios mas téxicos que el propio 2-CP es
entonces recomendable llevar a cabo la eliminacion de este compuesto por medio de la

digestion anaerobia.

1.1.2. Digestion anaerobia

En los procesos bioldgicos, la materia organica contaminante es utilizada como sustrato por los
microorganismos presentes en tanques y reactores. De esta forma pueden obtener energia
necesaria para reproducirse y llevar a cabo sus funciones vitales. De tal forma que, los compuestos
contaminantes son trasformados en nuevas células y otros productos que pueden ser facilmente
separados del agua.

La principal divisiéon entre los diversos procesos bioldgicos existentes para el tratamiento de las
aguas residuales, se hace en relacion a la forma en que los microorganismos utilizan el oxigeno. Es
asi que se tienen los procesos aerobios (requieren oxigeno) y los anaerobios (no requieren
oxigeno). Esto se traduce en sistemas muy diferentes entre si, tanto en su microbiologia, como en
sus aplicaciones, su ingenieria y su control.

La digestién anaerobia, es un término que se refiere rigurosamente a las fermentaciones

bacterianas anaerobias en las que biopolimeros organicos complejos y otros productos organicos



de desecho se descomponen produciendo una mezcla de metano y bidéxido de carbono conocido

como biogas (Colombs, 1992).

La digestion anaerobia es un proceso complejo que puede ser descrito en funcién de diversas
variables interrelacionadas. Por definicidn, la digestién anaerdbica es “el uso de microorganismos,
en ausencia de oxigeno, para la estabilizacion de materiales organicos mediante su conversién a
metano y otros productos organicos incluyendo bidxido de carbono, como se muestra en la

siguiente reaccion:

M.O —» (CH, +CO,+ NH;+ H,S+ Microorganismos

Este proceso se utiliza en el tratamiento de aguas residuales, asi como residuos de granjas,
efluentes industriales o cultivos cuyo propésito es la obtencién de energia.

Los tratamientos anaerobios ofrecen ventajas econémicas atractivas, lo cual se fundamenta en la
posibilidad de tratamientos de residuos con altas cargas en instalaciones relativamente
compactas, la produccién limitada de lodos, requerimientos nutricionales reducidos y un balance
energético positivo. Este proceso, es controlado basicamente por las bacterias metanogénicas que
presentaron un lento crecimiento y sensibilidad a cambios ambientales. Por consiguiente, todo
disefio exitoso debera estar basado en las caracteristicas especiales limitantes de estos
microorganismos.

1.1.3 Microbiologia y bioquimica de la digestion anaerobia.

La degradacién de un sustrato en un proceso anaerobio se consigue transformandola en
compuestos inorgdnicos en su mayoria voldtiles: NHs, N,, H,S y como compuestos organicos

gaseoso CH, CO, esto en ausencia de oxigeno molecular.

El proceso sigue una secuencia como la mostrada en la figura 1.1. En donde los biopolimeros de
alto peso molecular, generalmente proteinas, carbohidratos y lipidos, son hidrolizados por medio
de enzimas extracelulares a compuestos mas simples y asimilables por las bacterias, como son

azucares, acidos grasos, aminoacidos.



Los organismos fermentadores utilizan como sustrato a los azlcares y aminodacidos, mientras que
los acidos grasos son asimilados por los oxidadores anaerobios. Los productos de estas reacciones
son acetato, hidrogeno, biomasa y productos intermediarios como el propionato y butirato. Estos
ultimos son degradados hasta acetato e hidrogeno por un grupo de bacterias conocidas como
OHPA (las bacterias acidogénicas productoras obligas de hidrogeno, por sus siglas en ingles) las

cuales deben existir en relacién sintréfica con las metanogénicas que utilizan hidrégeno. Las
bacterias metanogénicas utilizan un rango de sustratos muy limitado; H,, CO2, formiato, acetato,

metanol, metilaminas, metildosulfuros.

De acuerdo a las reacciones metanogénicas podemos definir cuatro grupos nutricionales:

1) Bacterias hidrogeno tréficas. Son las bacterias que usan el H, + CO, y algunas especies el
formiato para producir CH,.

HCO 3 + 4Hy + Ht - CHg +3H0  AG°=- 135 KJ/ reaccién

4HCOO™ + H70 + HF --------- CHg + 3HCO™ AG°=-130.4 KJ/ reaccién

2) Bacterias acetocldsticas. Usan el acetato y algunas especies H, + CO,, formiato, metanol,
metilaminas y metildisulfuros, constituyen el 13% de la poblacién total.

CH3CO™ + HyO ---------- CHg +HCO3  AG°=-31 KJ/reaccién
3).Bacterias metilotréficas. Usan el metanol y las metilaminas, constituyen el 27% de la poblacidn
total
4CH30H - - 3CHg4 + COy + 2Hy AG°=-77.7 KJ/ reaccién
4CH3NHy + 2H0 --------- 3CH4 + COy + 4NH3 AG°=-75.2 Kl/reaccién
4) Bacterias alcoholotroficas. Usan CO, + alcohol (2-propanol, 2-butanol, etanol), constituyen

solamente el 10% de la poblacion.

Son seis los procesos de conversion identificados en la digestién anaerobia como se ve en la figura
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MATERIA ORGANICA

0. fidroliocas | proTENAS | PoLISACARIDOS | LiPiDos |
21% 40% 39% HIDROLISIS
5% $4%
B. Fermentatives | pyinoACIDOS | AZUCARES | | ACIDOS GRASOS |
66% 4%
A ACIDOGENESIS
420%
PROPIONATO, BUTIRATO ‘
ACETOGENESIS
_ $11%) 11% _
B. acetogénicas 35% 44 23% B. Homoacetogénicas
productoras de H, ‘ H, + CO,
ACETATO P—b
70%\ ‘/30% METANOGENESIS
B. metanogénicas (:|-|4 B. metanogénicas
acetoclasticas hidrogenofilicas
100%

Figura 1.1 Esquema de la digestidon anaerobia.

1.- Hidrdlisis de biopolimeros (proteinas, carbohidratos y lipidos)

2.- Fermentacién de aminodcidos y azlcares

3.- Oxidacion B anaerobia de acidos grasos de cadena larga y alcoholes

4.- Oxidacién anaerobia de productos intermediarios, como acidos volatiles (excepto acetato)

5.- Conversion de acetato a metano

6.- Conversion de hidrégeno a metano

Algunos detalles dentro del proceso que merecen atencién es la dependencia de las bacterias
OHPA, las cuales se pueden inhibir ante la existencia de presiones parciales elevadas de H,,
existiendo una interrelacion de dichos microorganismos con las bacterias metanogénicas
hidrogenofilicas. En esta relacidn, llamada sintrofica, los microorganismos hidrogenofilicos se
encargan de consumir el hidrégeno, manteniendo las concentraciones de dicho gas a niveles
adecuados y asi propiciar las condiciones necesarias para la produccion de acetato e hidrégeno

por las bacterias OHPA (Noyola, 1998b).

La digestion efectiva de la materia organica a metano requiere del metabolismo combinado y
coordinado de diferentes tipos de bacterias anaerobias. Al menos cuatro grupos troficos han sido
asilados en digestores anaerobios, pudiendo ser diferenciados con base en los sustratos

fermentados y a los productos formados.



Estos cuatro grupos son: bacterias hidroliticas, bacterias acidogenicas, baterias acetogenicas vy

metanogénicas.

1.1.4. Bacterias hidroliticas

Las bacterias hidroliticas, conforman una mezcla muy compleja de muchas especies bacterianas, la
mayoria de las cuales son anaerobias obligadas (Cohen, 1982). No obstante, pueden resultar
también numerosas algunas bacterias anaerobias facultativas tales como estreptococos y otros
gérmenes entericos.

Este tipo de microorganismos fermentan una gran variedad de moléculas organicas complejas
como polisacdridos, lipidos y proteinas convirtiéndolos en una amplia gama de productos finales
tales como dacido acético, mezclas de H, Y CO, compuestos mono carbonados, acidos organicos de

mas de dos atomos de carbono de compuestos naturales tales como propanol, butanol, etc.

1.1.5. Bacterias acidégenas.

Las bacterias aciddgenas, intervienen en los procesos de fermentacion de aminoacidos y azucares
y en la oxidaciéon anaerobia de acidos grasos de cadena larga (Hense y col.., 1983). La mayoria de
las bacterias que conforman este grupo trofico son anaerobias, no obstante una pequefia fraccion
de este nivel es capaz de utilizar CO, (Souves, 1994) los productos metabdlicos en esta etapa
varian en dependencia de las condiciones aplicadas, el tipo de residentes de resistencia celular del
tipo de sustrato y la rapidez de eliminacién de hidréogeno del medio.

Los compuestos previamente hidrolizados son convertidos en &acidos orgdnicos tales como;

acético, propiodnico y butirico, fundamentalmente (Joubert y col.., 1987).

1.1.6. Bacterias acetogénicas.

Los productos metabdlicos de las bacterias acidogénicas, son convertidos en sustratos para las
metano génicas hidrogenofilicas por la actividad de las bacterias acetogenas constituyentes del
tercer nivel o grupo tréfico en la secuencia poblacional que ocurre en la digestion anaerobia,
siendo el resultado metabdlico de este grupo, la formacion de acetato, H, Y CO, Estas bacterias

participan tanto en las reacciones de oxidacion anaerobia de productos, como las de conversién



no metanogena de acido acético, metanol e H,. En los digestores anaerobios se ha detectado que
las bacterias acetogenas constituyen aproximadamente en 1 % de la poblacidn de metanogénicas

hidrogenotrofas, teniendo como productos acido acético, hidrégeno y diéxido de carbono.

1.1.7. ANTECEDENTES.

El término biodegradacion se define como uso de microorganismos (hongos o bacterias) naturales
o introducido, para degradar los agentes contaminantes (Pointing, 2001). Hasta hoy no ha sido
evaluada extensamente la presencia de bacterias aerobias en lodos anaerobios, especialmente la
contribucidn de éstas en la eliminacién bioldgica de algunas moléculas recalcitrantes en ambientes
supuestamente anoxicos (digestores anaerobios). Recientes trabajos se han enfocado en la
posibilidad de que las bacterias aerobias estrictas, facultativas y anaerobias estrictas puedan
coexistir en un ambiente Unico (Guyot, et al., 1995). Algunos microorganismos son capaces de
adaptarse a la presencia de compuestos recalcitrantes para poder utilizarlos como cosustratos por
ejemplo trabajando en la biodegradacion de 2 —CP, el 3- Cloro-4-hidroxibenzoato; Xiaoming Zhang
y colaboradores, 1992 observaron que la bacteria Desulfomonile tiedjei deshalégena este

compuesto hasta 4 Hidroxibenzoato, otro intermediario de la ruta metabdlica de 2 -CP

El metabolismo microbiano es probablemente el proceso mas importante en suelos para la
degradacion de compuestos orgdnicos persistentes (Zhang y Qiao, 2002), debido a que los
microorganismos que los degradan, obtienen C, N o energia de las moléculas del contaminante
para su consumo (Neilson et al., 1990).

Diversos estudios han demostrado que las bacterias responsables de llevar a cabo la remocidn del
cloro (decoloracién) al 2 —CP para formar fenol, estan asociados con la actividad sintréfica de las
bacterias acetogénicas (Basu y col., 1995; Kafkewitz y col., 1996), Rhodococcus opacus 1 cp’
(Finkel’shtein y col., 2000), Streptoyces rochei 303 (Golovleva y col., 1992), Alcaligenes sp. A7-
2(Schwein y col., 1982; Menke y col., 1992), y Alcaligenes xylosoxidans JH1 (Hollender y col., 2000)
han sido aislados en condiciones de aerobiosis para degradar 2 —CP. Se han logrado de aislar otros
grupos bacterianos que degradan 2 CP en condiciones anaerobias, entre los que se encuentran

Disulfitobacterium PCE1 (Gerritse y col., 1996), Desulfitobacterium hafniense TCP-A



Se ha encontrado que mediante procesos anaerobios se logra en algunos casos una
mineralizacién y metanizacion de los compuestos aromaticos clorados, sin embargo, Basu y col.
(1996), trabajando con 50 mg de 2-CP/L en un cultivo en lote con lodos anaerobios adaptados por
4 meses al 2-CP y utilizdndolo como aceptor de electrones con diferentes donadores de electrones
organicos (extracto de levadura, acetato, propionato) en diferentes atmosferas (N,, CO,, N,/CO,),
encontraron que las mejores velocidades de consumo del 2-CP fueron con extracto de levadura
como donador.

Hagglom y col. (1993), evaluaron la biodegradacién anaerobia de 13 mg/L de 2-CP, 3-CP y 4-CP,
con lodos adaptados acoplados con diferentes aceptores de electrones como nitrato sulfato y
carbonato. El 2-CP fue consumido bajo las tres condiciones, sin embargo, el tiempo de consumo
del 2-CP fue diferente, en cada caso se requirid un periodo de 106, 92 y menos de 30 dias
respectivamente y se encontré fenol como principal intermediario. En este estudio se cuantificé la
produccidn de metano y se realizaron balances de masa para comprobar la mineralizacién del 2-

CP.

Beristain y col. (2008) estudiaron la mineralizacion de 50 mg de 2-CP/L en condiciones
metanogénicas en cultivos por lote, encontrando fenol como principal intermediario, de la
deshalogenacion y reportan que después de un periodo de aclimataciéon de 80 dias la velocidad
especifica de consumo del 2-CP aumentd Usando acetato como donador de electrones,
concluyen que el consumo de acetato se llevo a cabo de manera independiente al consumo de 2-

CP; por lo que no fue necesaria la presencia de un donador para la metanogénesis de 2-CP.



2. JUSTIFICACION

El 2-CP es un compuesto altamente toxico por lo cual, es necesario encontrar condiciones para su
eliminacion. Dentro de los procesos bioldgicos el mas recomendado es la digestiéon anaerobia, ya
que el consumo de 2CP no genera intermediarios que resulten ser mas tdxicos como ocurre en los

procesos anaerobios y se produce biogas (CO, y CH,) que puede ser utilizado como combustible.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar el consumo de 2-CP y fenol con lodos metanogénicos.

3.2. Objetivos especificos
Evaluar:
e Estandarizar las técnicas analiticas por CG y HPLC para el consumo de 2 CP, fenol metano y
CO;
e Mantener en régimen permanente el lodo metanogénico en un reactor UASB alimentado
con glucosa o acetato.
e Estudiar el 2-CP y fenol en condiciones metanogénico con una atmdsfera de nitrégeno.

e Evaluar la produccion de biogas a partir de 2 CP y fenol en cinéticas por lote.



CAPITULO II

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Inéculo
Se utilizé un lodo granular procedente de una planta de tratamiento de agua residual de una
industria cervecera (central de malta) en el estado de Puebla el cual contenia 25.7 g SSV/L. Cuando

los lodos alcanzaron el estado estacionario metanogénico, estos fueron utilizados como indculo

para los ensayos cinéticos en lote.

Tabla 4. Condiciones iniciales de operacion del reactor UASB

Concentracion de 25.7¢g
lodos SSV/L
Temperatura (°C) 35
pH 7
RTH(dia) 1

4.2. Reactor UASB en estado estacionario

Como primera actividad es mantener el inéculo en condiciones metanogénicas y estado
estacionario en un reactor UASB alimentado con glucosa 1g / L como fuente de carbono y medio
mineral de Visser (Visser, et al., 1995). Después en una segunda etapa se cambio por acetato de
sodio para mejoramiento del reactor. El reactor UASB, fue elaborado con vidrio con un volumen
de operacion de 1400 mly fue alimentado en continuo por medio de una bomba peristaltica. El
reactor en continuo trabajé con las siguientes condiciones: TRH 1 dia, temperatura de 32+0.5°C,

pH de 7.0 En las tablas 4.1 y 4.2 se muestra la formulacion del medio mineral.



Figura 4.1 Reactor UASB alimentado con glucosa

Tabla 4.1.- Composicidon del medio mineral Visser

Compuesto Concentracién g\L

NaH,PO, 0.703
NH,CI 0.028
MgSO, 0.111

CaCl2 0.1
NaCl 0.297

kcl 0.5

Elemento traza (ml) 1

Fuente de carbono(Glucosa)

Por separado se prepard una solucién de elementos traza, de la cual se adicioné 1 mL por cada

litro de medio. Que cada tres dias se preparaban un volumen de 4 L.

Tabla 4.2.- Soluciéon de elementos traza.

MnCl2-4H20 0.0786
Na2SeO3 0.1
HsBOs 0.05
ZnCl2 0.05
(NH4)6M0 7024 0.05
AlCls 0.05
NiCl2-6H20 0.05
CoCl2:6H20 0.07
CuCl2-2H20 0.05

HCI 36% (Concentrado) 0.5ml

FeCl2-4H20 2




4.2. Cinéticas en lote para la degradacion de glucosa y fenol.

Preparacion de las muestras. Las muestras fueron disefiadas de manera que cada botella solo
correspondiera a una muestra de fenol y glucosa. Las cinéticas en lote se realizaron en botellas
seroldgicas de 60 ml, que contenian 38 mL de medio Visser, ImL de lodo metanogénico con una
concentracién de 25.7 g SSV/L, mas 1mL de fenol o de glucosa, los cuales contenian una
concentracién de 0.25 g/L, en cada caso, ajustando el pH a 7. Las botellas se sellaron con tapones
de caucho vy se les realizo intercambio de atmosfera con nitrégeno por 1 minuto. Después se
incubaron en bafio Maria a 35°C. De igual forma se prepararon las muestras control las cuales
solo contenian 39 mL de medio Visser, 1 mL para observar la evolucion de la cinética. El biogas
producido encada botella fue cuantificado considerando su equivalencia con el volumen
desplazado en botellas con solucion salina a pH de 2 conectadas a las botellas. Esta actividad

experimental se tuvo una duracién de 4 dias.

Figura 4.2. Disefio de las botellas serolégicas para la cinéticas



Figura 4.3. El bafio maria donde estan las cinéticas en las botellas seroldgicas

Cuantificacion de parametros fisicoquimicos. Para evaluar la biodegradabilidad se determinaron
pH y demanda quimica de oxigeno (DQO) al inicio y final de cada una de las cinéticas y la

produccién y composicidn del biogas a lo largo del experimento.

4.3. Determinacion del biogas

El volumen de biogéas producido se mide por desplazamiento de una solucién de NaCl (300 g/L) a
pH de 2, (Figura 4.4) la composicion del biogas, se analiza por cromatografia de gases

Utilizando un cromatégrafo Gow-MAc serie 550 con detector de conductividad térmica (TCD)

4.3. Cinéticas en lote para la degradacion de 2-CP en diferentes
concentraciones.

Las muestras fueron disefiadas de manera que cada botella solo correspondiera a una
muestra de 2 —CP, con una concentracion (se realizo por triplicado), de las cuales fueron las
siguientes: 31.25, 62.5, 125.0, 187.5, 250.0, 312.5 mg. Las cinéticas en lote se realizaron en
botellas seroldgicas de 60 ml, que contenian 38 mL de medio Visser, 2 mL de lodo
metanogénico con una concentracion de 25.7 g SSV/L, mas 1L de 2-CP, los cuales contenian
una concentracién de 31.25 mg/L, en cada caso, el cual fue variando dependiendo de cada
una de las concentraciones que se iban realizando, donde ajustando el pH a 7. Tapando

cada una de las botellas seroldgicas con parafilm, ya que el 2 CP es muy volatil. Las botellas



se sellaron con septo gris y se les realizo intercambio de atmosfera con nitrégeno por 1
minuto. Después se incubaron en una estufa a 35°C. De igual forma se prepararon las
muestras de acetato las cuales solo contenian 38 mL de medio Visser, y 2 mL de lodo y
agregando 0.5 ml de solucidn de acetato a concentraciéon de 1 M Para observar la evolucién
de la cinética se realizan mediciones de biogas cada 2 horas en solucién salina pero en tubos.
Como muestra la figura (4.4). Esta actividad experimental se tuvo una duracién de 350

horas.

Figura 4.4. Medicidn del biogas producido en las cinéticas

4.4. Cinéticas en lote para la degradacion de 2-CP en diferentes
concentraciones y cepa.

Las muestras fueron disefiadas de manera que cada botella solo correspondiera a una muestra
de 2 —CP, con una concentracion (se realizo por triplicado), de las cuales fueron las siguientes:
31.25, y otra con la misma concentracién agregando una cepa, 62.5, 125.0, sin agregar nada, 250.0
y otra con la misma concentracidn agregando una cepa y la ultima 312.5 mg. Las cinéticas en lote
se realizaron en botellas seroldgicas de 60 ml, que contenian 38 mL de medio Visser, 2 mL de lodo
metanogénico con una concentracién de 25.7 g SSV/L, mas 1uL de 2-CP, los cuales contenian una
concentracién de 31.25 mg/L, en cada caso, el cual fue variando dependiendo de cada una de las

concentraciones que se iban realizando, donde ajustando el pH a 7. Tapando cada una de las



botellas seroldgicas con parafilm, ya que el 2 CP es muy volatil. Las botellas se sellaron con septo
gris y se les realizo intercambio de atmosfera con nitréogeno por 1 minuto. De igual forma se
prepararon las muestras control las cuales solo contenian 38 mL de medio Visser, 2 mL de lodo
metanogénico para observar la evoluciéon de la cinética. El biogds producido encada botella fue
cuantificado en el cromatografo Gow-Mac de estas cuantificacion se obtiene el grafico de CO, y
CH, para cada caso donde se obtiene. Esta actividad experimental se tuvo una duracién de 720

horas. (30 dias)



5. TECNICAS DE ANALISIS.

5.1. Estandarizacion de Técnicas Analiticas

Para realizar la curva de calibracién, se prepararon estandares de metano (CH,;) y diéxido de
carbono (CO,) en botellas serolégicas de 60 mL, conteniendo 40 mL de medio Visser, la mezcla de
gases ocup6 20 mL correspondiente al espacio de cabeza. Esta curva se realizd por triplicado en
concentraciones de 0a 100 mg /L de metanoy 0a 250 mg /L de didxido de carbono (CO,).

La cuantificaciéon se hizo por cromatografia utilizando un cromatografo Gow-Mac, con una

columna de acero empacada. Con las siguientes condiciones de analisis:

Detector: TCD (detector de conductividad térmica)

Temperatura de la columna: 140 eC

Temperatura del detector: 190 2C

Temperatura del inyector: 170 eC

Corriente en el detector: 120 mA

Gas acarreador: Helio

Flujo: 25 mL/min

Empaque de la columna: Carbosphere 80/100, longitud 1.82 m, 3.2 mm @.

Volumen de inyeccién: 0.1 mL.

5.2 Cuantificacion de 2-CP y fenol.

Se realizaron una curvas patrén con 2-CP y fenol en concentraciones 0- 250 mg/L, como se
muestran en la tabla 5.2 para conocer las concentraciones reales de la muestra, donde se obtuvo
la ecuacion de la recta (Fig. w)

La solucién patrén de 2 CP fue de 250 mg/ L, la cual se aplico en volimenes diferentes para las
distintas concentraciones. Para cada concentracion en la botella serolégica con un volumen de 60
ml y de los cuales solo 40 ml contenia medio Visser.

Se grafico el promedio de cada una de las areas contra la respectiva concentracion de donde se
obtiene la ecuacién lineal de la recta asi como su coeficiente R*( esta se muestra en la parte de
resultados)



La solucion patrén de fenol fue de 150 mg/ L, la cual se preparo disolviendo 0.05 g de fenol en un
matraz de 100 ml, aforando con agua destilada.

Volumen (mL)

2-CP(solucion Concentracién solucion Concentracién Volumen de
patron L) (mg/L) patrén de fenol (mg/L) medio
Visser(mL)
0 0 0 0 0
1.6 25 1 25 39
3.2 50 2 50 38
4.76 75 3 75 37
6.4 100 4 100 36
8 125 5 125 35

Tabla 5.1.1. Elaboracidn de las curvas patrén de 2-CP y fenol.

A partir de las soluciones patron, se realizaron diluciones con agua destilada para tener intervalos
de concentraciones de 0 a 125 mg/L, como se muestra en la tabla 5.1.1. En éstas se llevo a cabo un
cambio de atmosfera de metano (CH;) y CO, en diferentes concentraciones. En esta actividad
experimental se realizo por triplicado y se preparo a partir de una solucién madre de fenol.
Utilizando la siguiente formula C,V,=C, V,

Se grafico el promedio de cada una de las absorbancia contra la respectiva concentraciéon de
donde se obtiene la ecuacién lineal de la recta asi como su coeficiente R?

Para la determinacidon se tomd 0.1 mL de biogds en fase gas, directamente de las botellas
seroldgicas que contenian 2 CP a una concentraciéon de 250 mg/L y fenol a 150 mg/L

Se grafico el promedio de cada una de las areas contra la respectiva concentracion de donde se

obtiene la ecuacidn lineal de la recta asi como su coeficiente R?



5.3. Determinacion de la demanda quimica de oxigeno (DQO) total y
soluble.

La DQO es usada como una medida del contenido de oxigeno equivalente necesario para la
oxidacion de la materia organica de una muestra que es susceptible a ser oxidada por un oxidante
qguimico fuerte.

La DQO total vy soluble se determinaron por reflujo cerrado de acuerdo con los Standard
Methods, APHA, AWWA, WPFC (1995). Se utilizé el procedimiento descrito por Hach, utilizando
2mL. Para la realizacién de estd técnica primeramente se prepararon dos soluciones

1.- Solucién Digestora.

Se seca durante dos horas a 103°C, 50 g de dicromato de potasio (K, Cr ,0;) se enfrian
posteriormente en un desecador y se pesan 2.25g. A continuacién se pesan 33.3g de HgSO,. En un
matraz aforado, se disuelven el dicromato de potasio en 500 mL de agua destilada. Se anade el
sulfato de mercurico. Adicionando en bafio de hielo y muy lentamente 167 m L de H, SO, puro.

Cuando la mezcla se enfria se disuelve lentamente y se afora a un litro de agua destilada.

2.- Solucidn de acido sulfurico puro con sulfato de plata.

Se pesa suficiente sulfato de plata para una proporcién de 5.5g AgSO/ Kg de H2SO4. Para calcular
la cantidad exacta se considera el peso especifico y la pureza del &cido sulfurico. En un matraz
aforado de 1L, se agregan 300 mL de acido y 26.03g de sulfato de plata. Se deja en reposo durante
un dia para que se disuelva.

Para llevar a cabo la determinacion de la concentracidn de materia organica expresada como en
DQO se realizd una curva estandar o patrén elaborada a partir de una solucién madre de glucosa

en una concentracion de 1000 mg/L como se muestra en la tabla 5.1.1

En un tubo HACH con tapa de rosca se agregaron 2.0 ml de la muestra a analizar, en otro tubo se
agregan 2.0 ml de agua destilada (para el blanco), se le afiade 1 ml de la solucidn digestora, se
adiciona lentamente 2 ml de la solucidn de acido con plata, se tapan los tubos y se homogenizan
la muestra agitando suavemente. Se colocan los tubos en una parrilla para la digestidon durante 2
horas a una temperatura de 150 2 C. Posteriormente, una vez frios se leen en un

espectrofotdmetro a una longitud de onda de 620 nm, ajustando a cero con el blanco.



La solucién patrén de glucosa fue de 1000 mg/ L, la cual se prepara disolviendo 100 mg de glucosa

en un matraz de 100 ml.
A partir de las soluciones patron, se realizaron diluciones con agua destilada para tener intervalos
de concentraciones de 0 a 1000 mg/L, como se muestra en la tabla 5.1.2.

Utilizando la siguiente formula C,V,=C, V,

Tabla 5.1.2.-.Preparacién de la curva patréon de DQO.

Volumen Concentracion Volumen (mL) de Volumen de H,0
total (mL) (mg/L) solucién patrén (mL)
1000 mg/L

2 0 0 2

2 200 0.4 1.6

2 400 0.8 1.2

2 600 1.2 0.8

2 800 1.6 0.4

2 1000 2 0

Las muestras se realizaron por triplicado con un volumen total de 2000 u L, las cuales se
colocaron en los tubos HACH vy se le agrego las dos soluciones para la realizacién de la digestion
siguiendo el procedimiento anteriormente mencionado. La lectura de la absorbancia se midié a
una longitud de onda de 620 nm en un espectrofotémetro SPECTRONIC INSTRUMENTO modelo
20 D+



5.4. Determinacion de sélidos suspendidos volatiles.

Los sdlidos suspendidos volatiles se indican como un indice de la concentracidon de biomasa. Se
determinaron los sdlidos suspendidos totales (SST) que son los sdlidos totales que presenta la
muestra, los soélidos fijos (SF) son los sélidos que pertenecen a compuestos inorganicos y los
solidos volatiles (SV) son sdlidos correspondientes a biomasa asi como compuestos biodegradables

presentes en los lixiviados organicos e inorganicos, por la técnica gravimétrica.

Se colocaron papeles filtro en una estufa a una temperatura de 105 2C hasta obtener un peso
constante (3 pesos a 105°C por dos horas). Se filtraron 10 mL de lodo y se procedid a colocar los
papeles en la estufa a 105 2C durante 2 horas, al enfriarse en un desecador se registré el peso
(solidos secos). Posteriormente, se colocaron el papel filtro con el lodo en una mufla a 5502C por
20 minutos. Al enfriarse se registré el peso nuevamente (sdlidos fijos). La diferencia entre sélidos
totales y fijos son los sdlidos suspendidos volatiles
La concentracidn de sdlidos suspendidos totales (g SST/L), se calcula de la forma siguiente:
g SST/ L = (B-A)/V
Donde A= Peso de papel filtro (g)

B= Peso de papel filtro + residuo (g), 110-C

V= volumen de la muestra (L)

Sélidos suspendidos fijos (SSF) se obtienen también en g/L, como
g SSF/L =(C-A)/V
Donde A= Peso de papel filtro (g)

B= Peso de papel filtro + residuo (g), 550-C

V=volumen de la muestra (L)

Obteniendo la diferencia se tiene a los sélidos suspendidos volatiles (ssv)
g (ssv)/L =SST-SSF
Dando por resultado de 25.7g/L



5.5. Determinacion de pH

El pH, se determiné mediante un potencidémetro, corning pH/ ion Analyzer 455, con un electrodo
Conductronic, a 25.5 °C. De acuerdo a los pasos siguientes:
a) Colectar en un vaso de precipitado 20 mL de muestra.
b) Verificar que el potencidmetro se encuentre calibrado.
c) Agitar la muestra utilizando un agitador magnético hasta homogeneizar completamente.
d) Verificar que la temperatura de la muestra sea aproximadamente de 25°C, ajustar en un bafio
de agua si es necesario.
e) Sacar el electrodo de la disolucién de reposo en que normalmente se encuentra,
Enjuagarlo con agua destilada, secarlo cuidadosamente solo para eliminar el exceso de
La disolucion de enjuague, cuidando de no friccionar el bulbo.
f) Proceder a realizar la medicién de pH de la muestra, la lectura aparecera en pantalla.
Al terminar la medicidn, el electrodo debe enjuagarse con agua destilada hasta eliminar
Cualquier posible residuo de la disolucién de prueba, y almacenarlo en la disolucién de

Reposo.



CAPITULO III
6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Mantenimiento del reactor UASB

El reactor se opero con el propdsito, de obtener el lodo metanogénico alimentando con glucosa,
el cual presento una etapa de arranque muy inestable. La cual se observa en la primera etapa. El
incremento de remocién de la DQO fue paulatino hasta donde se observa 1 dia a 100 dias una
etapa de adaptacion en el reactor con una eficiencia de remocién de DQO baja. Se inicio con un
TRH de 1 dia. A partir del dia 120 y hasta el dia 260 se presenta un estado estacionario del reactor,
sin embargo la eficiencia de remocién fue solamente de 49.9 %, siendo muy baja debido
probablemente a que el RTH de 1 dia no fue suficiente para que los AGV provenientes de la
fermentacién de la glucosa se convertiran a acetato y esta a su vez fuera convertida en metanoy
CO, por las baterias metanogénicas. Esto puede explicarse a que se encontré en el efluente del
reactor una concentracién de acetato residual de 206 mg / L que no puede ser convertido a
metano.

La literatura menciona que las bacterias metonogenicas tienen tiempos de duplicacion muy
grandes (dias) por lo que puede haberse requerido de un TRH mayor para que estas bacterias
transforman toda la glucosa en metano.

En esta etapa se realiza una cinética de fenol y glucosa con un tiempo de duracién de 7 dias.
Donde los parametros que se evaluaron fueron el pH, SSV, DQOi y DQOf, biogas (CH4 Y CO2) con
mediciones de cada hora. A continuacién se muestra el grafico de DQO del reactor en su etapa de

arranque y en los primeros tres meses.
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Figura 6.4.-Remocion DQO del reactor UASB alimentado con glucosa.

6.1.2 Evolucion del pH

El pH es una de las variables utilizadas en el diagnostico de los sistemas anaerobios. Para que el
proceso se desarrolle satisfactoriamente el pH no debe bajar de 6 ni subir de 8. La figura 6.-
muestra el pH en el reactor USB. Una de las consecuencias de que se produzca un descenso del
pH a valores inferiores a 6 es que el biogds generado es muy pobre en metano.

En los primeros 100 dias de operacion el pH estuvo alrededor de 6.5 y después empezd a subir
hasta el valor consigna de 7.2 (ver figura), fluctuando entre 6.5y 7.2 a partir de los 300 dias y
hasta la dltima medicion.

De los resultados de esta actividad se observo que el pH, fue favorables para llevarse a cabo la

metalogénesis.
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Figura 6.- Evolucion de pH en un reactor UASB



6.1.3 Remocion de DQO.
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Figura 6.1.-Remociéon DQO del reactor UASB alimentado con acetato.

La baja eficiencia en la remocién de DQO pudo ser debida, a que las bacterias metanogénicas
tienen una taza de crecimiento muy grande es que son metanogénicas estrictas. Por este motivo
se decidié cambiar de fuente carbono y hacerlo con acetato para tener mejoria en el reactor. Esto
se presenta en el grafico de QDO como una segunda etapa. El disefio de las cinéticas se observa en

los 300 dias



6.3.4. RESULTADOS DE LAS CINETICAS EN LOTE.

Las cinéticas se realizaron en un tiempo de 168 horas en donde se tomaron mediciones cada hora, las

mediciones arrojaron los siguientes datos para cada compuesto:

Cinéticasen lote
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Figura 6.2.- Produccion de biogas de las cineticas en lote.

Tabla 6.3.1.-Comportamiento de DQO y pH inicial y final de cada una de las cinéticas en lote

- 7.3 6.67 623.8 291.1 332.7 53.3

7.2 6.9 811.5 598.6 212.9 26.2

En el caso de las muestras, la produccion de metano no fue significativa y por lo tanto los

valores de la actividad son muy bajos, debido probablemente a que las caracteristicas del lodo



del reactor UASB. La eficiencia de remocién de glucosa y fenol, cuando el lodo se alimento
con glucosa fueron de 53.3 % y 26.2% respectivamente. Es que el lodo no estuvo expuesto
anteriormente a periodos de aclimatacion con el fenol por tal motivo se reduce en un 50 % por
ser un lodo sin aclimatacion. La siguiente cinética se realizo en un tiempo de 50 horas en
donde se tomaron mediciones cada hora, las mediciones arrojaron los siguientes datos para

cada compuesto de fenol, 2 CP y control para obtener la evolucién de la cinética.
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Figura 6.3.- Produccion de biogas de la segunda cineticas en lote

Tabla 6.3.2.-Comportamiento de DQO y pH inicial y final de cada una de las cinéticas en lote

pH pH DQO(mg/L DQO(mg/L DQO(mg/L) Biogas

inicial final inicial) final) removida (mL)
Fenol 7.1 7.4 2857.14 1122.44 1734.69 7
2 CP 7.11 7.8 5234,69 1367.34 3867.34 5
Acetato 7.14 7.6 3163,26 2336.73 826.53

En el caso de las muestras, la produccién de metano no fue significativa y por lo tanto los valores
de la actividad son muy bajos, debido probablemente a que las caracteristicas del lodo del reactor
UASB.



6.3.5. Datos de la tercera cinética.

Las cinéticas se realizaron en un tiempo de 350 horas en donde se tomaron mediciones cada hora,
las mediciones arrojaron los siguientes datos para cada concentracién de 2CP

Tercera cinetica

@i CONtrol
= ;cetato

=p31.25mg/L
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= ]25mg/L

=g 187 5mg/L
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Figura 6.4.- Produccion de biogas de la tercera cineticas en lote

Tabla 6.3.3.-Comportamiento de DQO y pH inicial y final de cada una de las cinéticas en lote

[ 8125 70 635 162.24 37.75 124.48 76.72
I
[ 625 = 70 640  141.83 112.24 29.59 20.86
]
125 70 634 200 166.32 33.67 16.83
I
| 1875 70 628 41632 223.46 192.85 46.32
I
[ 250 70 635 581.63 263.26 318.36 54.73
I
[ 8125 = 70 645  689.79 421.42 268.36 63.68



En el caso de las muestras, la produccion de metano no fue significativa y por lo tanto los valores de
la actividad son muy bajos, debido probablemente a que las caracteristicas del lodo del reactor
UASB.

6.3.6. Datos de la cuarta cinética.
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3125 16.32 11.22 68.75
I
| 81.25+cepa 74 78 110.20 35.71 74.48 67.59
I
[ 625 = 14 76 48.97 26.53 22.44 45.83
I
[ 125 14 76 156.12 128.57 27.55 17.64
I
[ 250 = 75 81 162.24 220.40 58.16 35.84
I
| 250+cepa 76 84 438.77 211.22 227.55 51.86
I
[ 3125 = 75 83 264.28 165.30 98.97 37.45
I

6.4. Curvas estandar para la cuantificacion de las diferentes variables.

El promedio de los datos obtenidos en la curva patron de glucosa correspondientes a las
absorbancia para cada concentracién. Se grafico la absorbancia en funcién de la concentracién
Figura 6. De la cual se obtuvo por regresién lineal la ecuacién de la recta y el coeficiente R Esta
ecuacion se utilizo durante todo este trabajo para calcular las concentraciones de DQO en las
diferentes pruebas.

Y =-0.00957 + 4.986x10™ X
R’=0.999

0 200 400 600 800 1000
Concentracién (g/L)

Figura 6.5.- Curva estandar para la cuantificacion de DQO



Determinacion de (CH4 Y CO,) por cromatografia de gases (TCD)
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Figura 6.6.-Curva estandar de metano por CG-TCD
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Figura 6.7.- Curva estandar de CO, por CG-TCD
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Figura 6.8.- Curva estandar de 2-Cp por HPLC
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Figura 6.9.- Curva estandar de fenol por HPLC




Tabla 6.3.4.- Ecuaciones y coeficientes R2 para cada recta en la curva estandar

Compuesto Ecuacién R2
Fenol Y=6821 X+ 6811 0.999
2-CP Y=20645 X + 95042 0.998

CH4 Y=0.183 X - 0.085 0.998
CO: Y=0.141 X + 0.334 0.997
DQO Y=0.0095 X + 0.999

0.00049



CAPITULO 1V

CONCLUSIONES

La estandarizacion de las técnicas analiticas mostrd una buena linealizacion con un coeficiente de
correlacién muy cercano a uno.

El reactor se mantiene en estado estacionario con una eficiencia de remocion de la fuente de
carbono de 50%

La eficiencia de remocion de DQO en las cinéticas en lote (53.3 % Glucosa y 26.2% de fenol),
muestran un efecto negativo del fenol hacia los lodos metanogénicos.

Las cinéticas en lote mostraron que el fenol es un compuesto recalcitrante, mientras que la
glucosa fue altamente de gradado. La baja eficiencia en la remocidon de QDO en el reactor puede
deberse al TRH de un dia, ya que el efluente contenia una concentracion de AGV residual de 260
mg/L.

Las baterias anaerobias son muy sensibles a las condiciones fisicoquimicas de su medio ambiente
(pH, temperatura) y a cambios de en la composicién del medio (sustancias toxicas, perdida de
nutrientes) cualquier alteracion en el medio ambiente origina en un sistema cuya respuesta de
adaptacion puede ser tan lenta que se mantenga la actividad bioldgica del reactor muy lenta e
incluso se llegue a dar un paro total del reactor.
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