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RESUMEN

Galindo Garay José Horacio 2008. Biodegradacion de hidrocarburos con distintas
solubilidades en sistemas bifasicos. Division de Ciencias Ambientales. Instituto
Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnolégica (IPICyT).

En el tratamiento biolégico de emisiones gaseosas, el reparto que presentan los
contaminantes de la fase gaseosa hacia la fase acuosa, es un factor limitante en la
biodegradacion de éstos. En este trabajo se estudio el efecto que se presenta al agregar
una fase oleosa y un surfactante al sistema, en las velocidades de eliminacion de los
hidrocarburos hexano, tolueno y tricloroetileno (TCE). Los experimentos de degradacion
de tolueno, hexano y tricloroetileno se llevaron a cabo en botellas seroldgicas de 120 mL,
las cuales fueron selladas con valvulas mininert de Teflon. Este estudio se dividi6 en 4
partes durante su desarrollo experimental. Los experimentos realizados fueron:
Experimentos de 1 fase (F;), 1 fase con surfactante (F;s), 2 fases (F;) y 2 fases con
surfactante (F,g); siendo utilizada como segunda fase aceite de silicona y como
surfactante Pluronic F-68. El inoculo utilizado en los experimentos se extrajo de 2 sitios.
El primero corresponde a un suelo que se encuentra cerca de la descarga de una industria
papelera y el segundo al suelo de un taller mecanico, ambos lugares se encuentran cerca
de la ciudad de San Luis Potosi. El consorcio de microorganismos se colocé en medio
mineral a pH 7 y fue aclimatado con vapores de hexano, tolueno y tricloroetileno. Los
resultados de particion de hexano muestran una solubilidad en la fase acuosa de 29%,
32%, 76% y 91% para F;, Fs, F2 y Fas respectivamente. Para el caso del tolueno se
obtuvieron valores de 70%, 70%, 89% y 89% para F,, Fis, F> y Fas. Finalmente para TCE
se obtuvo 21%, 15%, 100% y 100% para F;, Fis, F> y Fos. Con base en estos resultados,
se observa que de forma general el uso de fases como aceite de silicona y surfactantes
como Pluronic F-68 mejoran la sorcion del hidrocarburo en el medio acuoso, siendo el
aceite de silicona el que mejor ayuda a este proceso. Sin embargo, el tolueno no presentd
un aumento de solubilidad en la fase liquida cuando se agrego al sistema Pluronic F-68.
Las velocidades especificas maximas de produccion de CO, que se obtuvieron fueron de
120 y 394 mg de CO, producido / g de proteina * hora para hexano y tolueno

respectivamente. El hexano mostr6 la velocidad especifica més alta durante los

xvii



experimentos Fs; en cambio el tolueno en los F,. De acuerdo a los valores de
velocidades especificas obtenidos se observé que el Tolueno presentd los valores mas
altos obtenidos en los experimentos, comparados coh los valores de Hexano, lo cual se
debe a que el Tolueno presenta un nivel de biodegradabilidad mas alto y ademds, una
mayor biodisponibilidad. Los maximos porcentajes de mineralizaciéon obtenidos para
hexano, tolueno y TCE fueron: 66, 73 y 31% respectivamente. Estos porcentajes altos de
mineralizacién indican que los microorganismos utilizados presentaron una alta actividad
biolégica hacia el hidrocarburo. Los resultados confirmaron que el uso de fases oleosas y
surfactantes en sistemas en lote presentan ventajas sobre los que no las usan, para la
degradacion de compuestos hidrofobicos. La adicion de los compuestos antes
mencionados incrementd el transporte de masa de hexano y tolueno hacia los

microorganismos aumentando asi las velocidades de degradacion.

Palabras Claves: Hidrocarburo, sistema bifasico, fase oleosa, surfactante, biodegradacion.
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ABSTRACT

Galindo Garay José Horacio 2008. Hydrocarbon biodegradation with different
solubility in two-phase systems. Division de Ciencias Ambientales. Instituto Potosino
de Investigacién Cientifica y Tecnolégica (IPICyT).

The biological treatment of gaseous emissions, is sometimes limited due to the low
transfer from the gaseous phase towards the liquid phase, were microorganism are
presented. This word aim was to evaluate the addition of organic liquid phase to increase
the mass transport of hydrophobic volatile organic compound (VOCs) and thus their
biodegradation. The VOCs selected were hexane, toluene and trichloroethylene (TCE)
due to their different physicochemical properties. The experiments were carried out in
serologic bottles of 120 ml, which were sealed with Mininert® Teflon Valves. The
experiments were: Experiments of 1 phase with mineral medium (F;), 1 phase with
surfactant Pluronic F-68 (Fs), 2 phases with mineral medium and silicone oil (F2) and 2
phases with surfactant and silicone oil (F2s). The inoculum used in the experiments was
obtained of two hydrocarbon polluted sites. The consortium was acclimated with hexane,
toluene and trichloroethylene steam in mineral medium at pH 7. Partition experiments
showed 29, 32, 76 and 91% of hexane average solubility in F;, F;s, F, and F,s from the
initial concentrations tested. In the case of toluene were 70, 70, 89 and 89 % in Fy, Fis, F>
and Fys. Finally, TCE average solubility were 21, 15, 100 and 100 % in F,, Fis, F2 and
F,s respectively. The results showed that silicone oil and Pluronic additions improve
VOC sorption, being the most favorable phase silicone oil. The specific production rates
(Srates) of CO, founded were 120 and 394 mg CO, production/protein g * h for hexane
and toluene respectively. Hexane showed the highest S;aes during F;s experiments and
toluene during F, experiments. According to the values obtained for toluene shows the
highest S;aes because of its higher level of biodegradability and bioavailability. The
maximum percentage of mineralization obtained for hexane, toluene and TCE were: 66,
73 and 31% respectively. The values of mineralization obtained indicate that a high
biological activity for hydrocarbon consumption. The results confirmed that the use of
two-phase systems for hydrophobic compound biodegradation due to increases mass
transport and the best system to carry out VOC treatment was F».

Key words: Hydrocarbon, oil, surfactant, biodegradation.
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INTRODUCCION

El desarrollo tecnoldgico no sdélo genera impactos positivos en la vida del ser humano;
sino también, desequilibrios en los ecosistemas con los cuales provoca uno de los
principales problemas a los que se enfrenta la especie humana, la contaminacion. La
contaminaciéon es un problema que se presenta en todos los elementos abioticos del
planeta (aire, agua y tierra), generando cambios en su funcionalidad y estructura, con lo

cual se desarrollan cambios en sus procesos (Kanaly y Harayama, 2000).

La contaminacién atmosférica es un problema generado principalmente por
actividades humanas. Sin embargo, no solo el hombre es el tnico causante de este tipo de
contaminacion, sino que a través de procesos naturales se pueden presentar emisiones,
siendo un ejemplo las erupciones volcanicas. Con base en lo anterior, la contaminacion
atmosférica se puede clasificar respecto al origen en: antropogénica o natural, siendo la
primera la que aporta la mayor cantidad de contaminantes a la atmosfera. Ademas, este
tipo de contaminacion tiene dos tipos de fuentes generadoras de contaminantes, las
fuentes fijas y las moviles: en la primera, encontramos como ejemplo las industrias y, en
las fuentes moviles, el ejemplo principal son los vehiculos. Los contaminantes emitidos a
la atmosfera los podemos dividir en particulas suspendidas totales (PST), compuestos
organicos volatiles (COVs), compuestos inorganicos volatiles (CIV) y ozono. Los COVs
son sustancias quimicas que contienen carbono y se encuentran en todos los seres vivos,
¢éstos tienen la propiedad de convertirse en vapores o gases, lo cual se debe a que sus
presiones de vapor a temperatura ambiente son mayores a 0.01 psia y sus puntos de
ebullicion en condiciones atmosféricas estan por debajo de 100°C (De Nevers, 1998).
Dentro de los COVs podemos encontrar compuestos como: hidrocarburos, aldehidos,

ésteres, acidos, aminas y alcoholes.

A escala mundial la contaminacion atmosférica es un fenomeno que se presenta y
México no esta exento de este problema. En las principales ciudades de nuestro pais
como la ciudad de México, Monterrey, Guadalajara, Toluca y Ciudad Juarez la
contaminacion atmosférica es un problema cotidiano que contribuye a la contaminacioén

global y perjudica la salud de la poblacion. Segun datos de la Organizacion Mundial de la



Salud (OMS) millones de personas en el mundo sufren enfermedades respiratorias y

cardiovasculares debido a la contaminacion del aire por particulas.

Instituciones gubernamentales mexicanas como el INE (Instituto Nacional de
Ecologia) y la SEMARNAT (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales), entre
otras, se encargan de realizar inventarios de emisiones de gases contaminantes asi como
estimaciones con el fin de generar bases de datos de los contaminantes presentes en la
atmosfera para obtener herramientas que ayuden a atacar este problema. En el afio 2004,
en México y en el Distrito Federal (DF) las emisiones de COVs generadas por industrias
fueron de aproximadamente 114,101 ton, de las cuales el 50.42% correspondio a la
industria quimica y derivados del petréleo, 19.16% a la industria papeleray 11.68% a la
industria de productos metalicos, siendo estas industrias las principales fuentes de

emision de COVs (INE, 2007).

Los métodos que existen actualmente para el tratamiento de emisiones de COVs
se dividen en 2 grupos: métodos fisicoquimicos y bioldgicos. Entre los métodos
fisicoquimicos podemos encontrar procesos como: incineracion, adsorcion, absorcion,
condensacion y oxidacion catalitica. Algunas desventajas que se presentan por usar un
método fisicoquimico son: un elevado consumo de agua, energia y combustible, lo que
genera un aumento en los costos de mantenimiento, otra desventaja que se presenta en
algunos procesos fisicoquimicos es que el contaminante solamente se mueve de una fase
a otra, por ejemplo del aire a agua, con lo cual no se elimina el problema, solamente se
transfiere a otro lugar (INE, 2007). Los métodos bioldgicos son tecnologias que tienen
como objetivo degradar o transformar contaminantes a metabolitos que provoquen un
menor impacto en el medio ambiente y en la salud publica. Las ventajas que presenta el
método bioldgico sobre el fisicoquimico son: un menor uso de energia, genera menor
cantidad de CO, comparado con procesos como incineracion, menores costos de

operacion, etc.

Algunas configuraciones de reactores usados en los métodos bioldgicos son los

biofiltros de lecho empacado, biolavadores, biofiltros de lecho escurrido, reactores con



células suspendidas y reactores bifasicos. La clasificacion de los métodos bioldgicos se
basa en las condiciones en las que se encuentra los microorganismos en el sistema y del
patron de flujo de la fase liquida. Como se menciond anteriormente, dentro de los
métodos biologicos se encuentran los reactores con células suspendidas; una variante de
¢éstos son los reactores de dos fases que consisten en una fase oleosa y otra fase acuosa
donde se encuentran los microorganismos. Este tipo de sistemas presentan ventajas en la
degradacion de COVs hidrofobicos debido a que las velocidades de transferencia de masa
se incrementan en este tipo de sistemas comparados con un biofiltro. El objetivo de esta
tesis estara enfocado al uso de sistemas de 2 y 3 fases para degradar hidrocarburos como
Hexano, Tolueno y Tricloroetileno (TCE), los cuales cuentan con distintas solubilidades
y niveles de recalcitrancia. Ademas de ver el efecto del cometabolismo de TCE con

Hexano y Tolueno.



| Estado del Arte

1.1 Compuestos Organicos Volatiles (COVs)

Los COVs son una familia quimica que incluye a una variedad de compuestos, los cuales
difieren entre si por sus propiedades fisicas y quimicas. El origen de estos compuestos
puede ser antropogénico o natural. Entre las emisiones antropogénicas encontramos:
procesos de combustion, produccion y tratamiento de combustibles fosiles, procesos de
produccion industrial (fabricacion de pinturas, plaguicidas, materiales de construccion) y
aplicacion de solventes orgéanicos volatiles. Actividades agropecuarias como el cultivo de
arroz y la ganaderia son también responsables de generar COVs, principalmente metano,
esto a través de procesos fermentativos (Leng, 1991). En la naturaleza, las plantas son
una fuente importante de emisiones de COVs, se estima que aproximadamente se
producen 300 tipos, incluyendo hidrocarburos e isoprenos, a través de fragancias
producidas por las flores (Graedel, 1979). Otra fuente natural se genera en el medio
ambiente marino, como resultado de procesos asociados con el fitoplancton (Andreae y

Crutzen, 1997).

Las emisiones de compuestos organicos volatiles generan cambios en la
composicion quimica y reactividad de la atmosfera, debido a sus interacciones con los
compuestos presentes en ella (Warneck, 1993). Estos compuestos no solamente generan
problemas a nivel ambiental, si no que también tienen efectos a corto y largo plazo en la
salud publica, debido a su toxicidad. En la Tabla 1.1, se muestran algunos efectos a la

salud provocados por COVs.

En esta clasificacion quimica de compuestos podemos encontrar: aldehidos, cetonas,
alcoholes e hidrocarburos. Estos ultimos son los mas importantes dentro de los COVs,
debido a que son los que aportan la mayor cantidad de emisiones de COVs de origen

antropogénico (Hewitt, 1999).



Tabla 1.1. Efectos a la salud humana provocados por COVs. (EPA, 2006)

. ) Efectos en el Riesgo de
Hidrocarburo Efectos Graves Efectos Crénicos
desarrollo Céancer
Mareo Debilidad muscular
Nauseas Vision borrosa
No se ha
Hexano Dolor de cabeza Fatiga No
encontrado
Dermatitis Lesiones pulmonares
e [rritacion de ojos o Lesiones nasales
) e Anomalias
e Fatiga )
e Somnolencia craneo
o Congestion
e Temblores encefalicas
e Sueino
Tolueno e Atrofia cerebral e Abortos No
e Hemorragia en el )
¢ Dificultad para hablar espontaneos
pulmén .
e Irritacion de ojos ¢ Crecimiento
e Muerte
retardado
e Efectos en el sistema Si en:
e FEuforia
nervioso central e Cervix
e Dolor de cabeza
e Vision borrosa No se ha e Rifidon
Tricloroetileno e Confusion
¢ Daiios al rifion encontrado e Higado
o Fatiga
e Dailos al sistema e Pulmén
e Sueno

endocrino

1.2 Hidrocarburos
Los hidrocarburos son compuestos formados por carbono e hidréogeno principalmente,
que presentan diferentes propiedades fisicoquimicas que son conferidas por grupos
funcionales. Debido a esta gran diversidad de componentes los hidrocarburos son el
segundo grupo que mas impacta al aire, quedando en primer lugar las particulas
suspendidas totales (Thalasso y Pineda-Olmedo, 2002). Los hidrocarburos incluyen una
amplia gama de compuestos, entre los cuales encontramos hidrocarburos aromaticos
benceno), alifaticos (hexano, clorados

(tolueno, (tricloroetileno,

propano) 'y

tetracloroetileno).



Los hidrocarburos aromaticos son compuestos que poseen propiedades asociadas
con el nucleo o anillo del benceno, en el cual hay seis enlaces de carbono-hidrégeno
unidos a cada uno de los vértices de un hexagono. Estos compuestos fueron nombrados
asi en un principio a causa de su olor caracteristico; un tipo de hidrocarburo aromatico es
el benceno, este posee una estabilidad importante gracias a que sus 6 &tomos de carbono
estan unidos por dobles enlaces (Fox y White, 2000). Fuentes importantes de compuestos
aromaticos son el petroleo y el alquitrdn de hulla (Fessenden y Fessenden 1985). Los
hidrocarburos aromaticos simples actualmente se utilizan en la produccion de pintura,
neumaticos, detergentes, pegamentos, etc., por tal motivo es frecuente encontrarlos en el

medio ambiente.

Otro tipo de COVs son los hidrocarburos alifaticos, que son aquellos compuestos
en los cuales los 4&tomos de carbono se unen en cadenas abiertas, pudiendo ser lineales o
ramificadas. Estos compuestos tienen un origen antropogénico principalmente, se utilizan
en la fabricacion de aceites, pinturas y adhesivos. Entre estos hidrocarburos encontramos
el Hexano el cual presenta facilidad para poder incorporarse al medio ambiente durante
su manufactura o uso, esto generado por su alta presion de vapor y poca solubilidad en el

agua, lo cual hace que se disperse en el aire (Card, 1998).

Los hidrocarburos clorados se encuentran formados por carbono e hidrogeno,
donde en una parte de su estructura se ubica uno o varios grupos clorados. Un ejemplo de
estos compuestos es el tricloroetileno (TCE), el cual es xenobiotico y se utiliza como
solvente en procesos industriales. El TCE es un compuesto organico, alifatico halogenado
e hidrofilico. Estas propiedades fisicas y quimicas, son responsables del comportamiento,

transporte y disposicion final del TCE en el medio ambiente (EPA, 2006).

Las caracteristicas mas importantes que condicionan el comportamiento de los
hidrocarburos aromaticos, alifaticos y clorados en el medio ambiente, van ligadas a las

caracteristicas fisicoquimicas de estos, las cuales se listan en la Tabla 1.2.



Algunos hidrocarburos aromaticos (Tolueno) y alifaticos (Hexano) presentan una
baja solubilidad en agua lo que les confiere que sean lipofilicos; la persistencia en el
medio ambiente de estos compuestos aumenta conforme aumenta su peso molecular
(Vidas, 2005). El caracter lipofilico les confiere la propiedad de poder bioacumularse
(Kanaly y Harayama, 2000) y concentrarse en sedimentos y suelos en una extension que

dependerd de su persistencia en cada medio y tejidos (Clements et al., 1994).

Aunque una parte significativa de los hidrocarburos presentes en el medio
ambiente es biodegradable, las tasas de biodegradacion de estos en el medio ambiente
estan limitadas por su hidrofobicidad, baja solubilidad en el agua, recalcitrancia y
toxicidad debida a la estructura quimica (Alexander, 1999). En la Tabla 1.2 se presentan
algunas propiedades fisicoquimicas y los indices de biodegradabilidad para los

compuestos Tolueno, Hexano y TCE.

Tabla 1.2. Propiedades fisicoquimicas de algunos hidrocarburos.

Propiedades Fisicoquimicas Hexano  Tolueno Tricloroetileno
Formula CeHis C;Hg C,HCl;
Masa molecular (g/mol) 86.18 92.14 131.4
Punto de ebullicion (°C) 69 110.8 87
Punto de fusion (°C) -95 -95 -73
Presion de vapor kPa a 20°C 16 2.9 7.8
Densidad (g/mL) 0.659 0.8669 1.5
Limites de explosividad, % en volumen en el aire 1.1-75 1.1-7.1 8-10.5
Coeficiente de reparto octanol/agua como log Pow 3.9 2.69 2.42
*Solubilidad en agua, mg/L a 25°C 9.47 526 1280
+Nivel de biodegradabilidad 2 2 1

* Muifioz et al., 2007.
+ 1 = baja biodegradabilidad, 2 = moderada biodegradabilidad (Devinny et al., 1999).

1.3 Tecnologias de tratamiento de emisiones gaseosas
La seleccion de un método de tratamiento de emisiones gaseosas dependera: de las
caracteristicas fisicoquimicas del contaminante a remover, caracteristicas de la corriente

contaminada, eficiencia de eliminacion requerida, posibilidad de recuperar y utilizar el



contaminante y costos de mantenimiento e inversion inicial (INE, 2007). Las tecnologias
aplicadas en el tratamiento de emisiones gaseosas, son principalmente métodos
fisicoquimicos, por ejemplo absorcion, condensacion, oxidacion, etc. Los métodos
tradicionales para tratar contaminantes del aire son principalmente a través de procesos
de oxidacion e incineracion €stos son muy costosos para tratar emisiones de volimenes
altos (Deshusses et al., 1999; Abumaizar et al., 1997). En cambio, el tratamiento
bioldgico aplicado a la contaminacion atmosférica es una alternativa eficiente, ambiental

y de bajo costo como mencionaremos mas adelante.

La Figura 1.1 muestra los limites de aplicacion de las tecnologias existentes para
el tratamiento de aire contaminado en funcién de la concentracion del contaminante y

flujo de gas emitido.

1.3.1 Tratamientos Fisicoquimicos
Los tratamientos fisicoquimicos se usan, en general, para tratar altas concentraciones de
contaminantes en bajos o altos flujos de aire. Por otra parte, los métodos bioldgicos son

usados para tratar altos flujos de aire con bajas concentraciones de COVs.
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Figura 1.1. Aplicacion de varias tecnologias biologicas y no bioldgicas para el control de

contaminacion del aire basado en el flujo de aire y la concentracion del contaminante

(Kennes y Vega, 2001).



Las cinco principales tecnologias de tratamiento fisicoquimico para emisiones
gaseosas son: condensacion, incineracion, adsorcion, absorcion y sistemas de

membranas. A continuacion se da una descripcion breve de estas tecnologias.

1.3.1.1 Condensacion

Esta tecnologia se aplica a contaminantes gaseosos concentrados que cuenten con un
punto de ebullicion alto, la recuperacion de estos se logra mediante la aplicacion de
procesos de enfriamiento y comprension realizados simultdneamente. Esta técnica es
econdmicamente recomendable para vapores concentrados que tengan un valor agregado,
el cual justifique su reciclado. Si la corriente de gases es una mezcla de contaminantes, el
reciclado sera imposible de realizar; por lo tanto, se procedera a aplicar otras tecnologias

como la incineracion (Devinny et al, 1999; Sharefdeen y Singh, 2005).

1.3.1.2 Incineracion

En este proceso los COVs son capturados a través de un proceso de ventilacion, para
posteriormente ser oxidados a altas temperaturas y convertirlo a CO,, SO, y H,O. Existen
dos tipos de incineracion, la catalitica y la térmica, €stas son muy usadas y efectivas en el
tratamiento de emisiones gaseosas. La incineracion térmica involucra temperaturas de
700 a 1400 °C para la combustion de contaminantes, mientras que la incineracion
catalitica maneja temperaturas de 300 a 700 °C, utilizando catalizadores como platino,
paladio y rubidio. Esta tecnologia se recomienda aplicar para corrientes concentradas con
flujos moderados a bajos, ya que si se utiliza a flujos muy bajos, el costo por tratamiento
se eleva, debido al uso de grandes cantidades de combustibles (Devinny et al, 1999;

Sharefdeen y Singh, 2005).

1.3.1.3 Adsorcion
La adsorcion se refiere al proceso en el cual las moléculas de compuestos (ej. COVs)
entran en contacto con la superficie de un s6lido adsorbente y forman puentes a través de

fuerzas intermoleculares. El carbon activado es el adsorbente més utilizado hoy en dia



para tratar COVs. Esta tecnologia se utiliza generalmente para controlar emisiones de
compuestos organicos volatiles con bajas presiones de vapor y altos pesos moleculares.
La adsorcion se puede llevar a cabo en lechos fijos o fluidizados para los cuales se
utilizan soportes como carbon activado o zeolitas. Las méaximas eficiencias en este tipo
de sistemas se obtienen a partir de tratar flujos con bajas concentraciones de vapores. Una
vez que el lecho activado ha alcanzado su méaxima capacidad de adsorcion, se procede a
retirar el material, y se maneja como residuo peligroso, lo que genera un gasto extra a los
costos operacionales. Al final del proceso es posible regenerar el carbon activado, una
vez que se recobran los contaminantes, este proceso de desorcion se logra aplicando una

corriente de aire caliente (Devinny et al, 1999; Sharefdeen y Singh, 2005).

1.3.1.4 Absorcion

La absorcion utiliza una solucion de lavado para remover contaminantes del efluente
gaseoso. El gas es obligado a tener un tiempo de contacto largo con los contaminantes
gaseosos con la finalidad de lograr una transferencia de masa con la fase liquida. El agua
es la solucion de lavado usada mas frecuentemente, ya que permite ajustar el pH para
incrementar la solubilidad de gases acidos o basicos. Para contaminantes hidrofébicos, se
utiliza aceite de silicona como solucion de lavado. Una vez ocurrida la transferencia del

contaminante, el liquido contaminado debera tratarse (Devinny et al., 1999).

1.3.1.5 Sistemas de membranas

En estos sistemas primero se procede a realizar procesos de compresion y condensacion
de la corriente emitida, para posteriormente realizar una separacion con membranas. La
compresion aplicada es de aproximadamente 310 a 1400 kPa, por tal motivo se mantiene
una presion de vapor alta del lado de la alimentacion del aire contaminado. Esta
diferencia de presion controla el proceso de separacion. Este proceso requiere de un post-
tratamiento del liquido contaminado obtenido al final (Devinny et al., 1999; Guieysse, et

al, 2008).
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1.3.2 Tratamientos Bioldgicos

El tratamiento bioldgico de contaminantes atmosféricos depende de la habilidad de los
microorganismos para metabolizar estos compuestos, asi como usarlos como Unica fuente
de carbono y energia, para producir dioxido de carbono (CO,), vapor de agua y biomasa
(Mutafov et al., 2004). El tratamiento bioldgico tiene la capacidad de tratar corrientes de
aire contaminado en grandes flujos y con baja concentracion. Algunos ejemplos de
reactores bioldgicos son: Reactor de lecho empacado (biofiltro), Columnas de absorcién
(biolavador), Biofiltros de lecho escurrido, Reactor de membrana y Reactores con células
suspendidas con la variante de reactores de particion de dos fases (TPPBs - Two Phase

Partition Bioreactors, por sus siglas en inglés).

El mecanismo basico de remocion de contaminantes es similar en todos los tipos
de reactores, la diferencia entre estos consiste en encontrar la fase en la cual las
poblaciones de microorganismos se localizaran y el estado de la fase liquida, la cual
puede ser estacionaria o en movimiento. El factor limitante en estos tratamientos es la
baja transferencia de masa del contaminante de la fase gas a la liquida, cuando se tratan
corrientes de aire contaminadas con compuestos hidrofébicos. También existen limitantes
enfocadas a la reaccion bioldgica al tratar contaminantes recalcitrantes. Generalmente
este punto se ha venido atacando mediante la modificacion genética de microorganismos
por lo que una vez hecho esto la inica etapa de que limita el proceso seria la transferencia

de masa.

1.3.2.1 Biofiltros

En este proceso se utilizan microorganismos los cuales son fijados en un medio poroso,
para que degraden los contaminantes que se encuentran presentes en un efluente gaseoso.
Estos microorganismos crean una biopelicula la cual puede crecer en la superficie, en los
macroporos del soporte o estar suspendida en la fase acuosa que rodea a las particulas. El
material empacado esta formado por materiales inertes que pueden ser: composta, bagazo
de cafia, vermiculita, entre otros. El proceso de estos sistemas se basa en pasar una
corriente de aire dentro del lecho empacado, donde los contaminantes de la fase aire son

sorbidos dentro de la biopelicula, para posteriormente ser degradados. Estos sistemas
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usan una combinacion de procesos basicos de: absorcion, adsorcion, degradacion y
desorcion del contaminate en la fase gaseosa (Devinny et al, 1999; Sharefdeen y Singh,

2005).

1.3.2.2 Columnas de absorcién (Biolavadores)

En este sistema los contaminantes gaseosos se absorben en una fase liquida en
movimiento, para posteriormente ser degradados por los microorganismos que se
encuentran suspendidos en la fase liquida. En los biolavadores los microorganismos son
fijados en un material inorganico y suspendidos en la fase acuosa, para degradar los
contaminantes absorbidos durante su paso por el reactor. La ventaja de este sistema es
que puede proporcionarsele de manera continua nutrientes, ademas de remover posibles
subproductos toxicos para los microorganismos, asi como favorecer la difusion de

contaminantes hidrofilicos en la biopelicula (Devinny et al., 1999).

1.3.2.3 Sistemas Bifasicos (SB)

Los sistemas convencionales de tratamiento de aire como biofiltros, biolavadores, estan
disefiados para tratar emisiones de aire a bajas concentraciones de contaminantes. Los
principales problemas que presentan este tipo de reactores son: canalizacion, secado en la
columna empacada, baja transferencia de masa (sustrato, oxigeno) e inhibicion por
sustratos toxicos (Heslinga, 1994). Los sistemas bifasicos son una nueva tecnologia
disenada para eliminar estas limitaciones, ademds de ser una alternativa para tratar
emisiones con concentraciones altas de contaminantes (hidrofobicos e hidrofilicos), las

cuales son tratadas a través de procesos fisicoquimicos.

Un sistema bifasico (ver Figura 1.2) se compone de una fase acuosa (la cual
contiene los microorganismos y los nutrientes) y una fase oleosa (organica), la cual
secuestra altas concentraciones del sustrato toxico, diminuyendo el contacto que se
genera entre los microorganismos y las altas concentraciones de sustrato en el sistema
(Déziel et al., 1999). Este proceso es debido a la particion del contaminante en la fase

oleosa.
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Una limitante de los sistemas bifasicos es la seleccion de la fase oleosa adecuada
para llevar a cabo la degradacion del contaminante deseado. La fase orgénica debe reunir
ciertos requisitos, debe ser: no toxica, no biodegradable por los microorganismos (para
evitar competencias en la biodegradacion de la fase oleosa y el contaminante),
biocompatible, inmiscible con la fase acuosa, tener un buen coeficiente de particion,
disponible y econdémica (Collins y Daugulis, 1999). Esta fase oleosa inmiscible y
biocompatible actia como un deposito del sustrato toxico (hidrofébico) y en ella ocurre
la transferencia del sustrato a los microorganismos, en la fase acuosa se encuentran los
microorganismos y nutrientes. Algunos ejemplos de fases organicas utilizadas en
sistemas bifasicos son: tetradecano, hexadecano, undecano, aceite de silicona, etc. En la
Tabla 1.3 reportada por Muioz et al., (2007), se muestran las fases organicas utilizadas
recientemente en la degradacion de hidrocarburos, asi como la relacion (v/v) que se

utilizo.

Tabla 1.3. Fases oleosas utilizadas biorreactores para aumentar la degradacién de

hidrocarburos.
COV / Sistema Fase oleosa Relacion Referencia
(viv)*
Benceno/RTA  Hexadecano 33% Davison y Daugulis, (2003)
Benceno/RTA  Hexadecano 33% Nielsen et al. (2005)
Tolueno/RTA  Hexadecano 33% Davison y Daugulis, (2003)
Tolueno/RTA  Hexadecano 33% Daugulis y Boudreau (2003)
Hexano/BLE Aceite de silicona 5% Van Groenestijn y Lake (1999)
Hexano/SB Aceite de silicona 10% Muiioz et al. (2006)
Hexano/SB Aceite de silicona 10% Arriaga et al. (2006)
Hexano/B Aceite de silicona 1% Arriaga et al. (2006)

Estireno/BLE Aceite de silicona 20% Djeribi et al. (2005)

RTA = Reactor de tanque agitado, BLE = Biofiltro de lecho empacado, B = Biofiltro,
SB = Sistema bifasico. A = Relacidon volumen/volumen de la fase oleosa y la fase acuosa.

La velocidad de transferencia de masa originada durante la particion entre las dos

fases se ha observado que es rapida, ademas de ser controlada por la actividad metabodlica
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de los microorganismos (Yeom y Daugulis, 2000), lo que permite que exista en el sistema
altos niveles de biodegradabilidad cuando se tratan altas concentraciones de

contaminantes.

La toxicidad y la biodisponibilidad de muchos contaminantes, son obstaculos
importantes que se deben primero superar para mejorar los procesos de biodegradacion,
los sistemas de dos fases tienen el potencial de resolver ambas limitaciones que las
tecnologias de biotratamiento mas comunes no han podido aun, mediante el aumento en
la tasa de transferencia de masa de compuestos con baja biodisponibilidad (Déziel et al.,
1999). En la Tabla 1.4 se comparan capacidades de eliminacion de sistemas de una fase y

dos fases.

Tabla 1.4. Comparacion de resultados obtenidos en sistemas de una y dos fases

COV/Sistema Carga” [COV]® ER® CEP Referencia
Tolueno/RTA* 235 9 99 233 Davison y Daugulis, (2003)
Tolueno/RTA* 748 15 97 727 Daugulis y Boudreau (2003)
Hexano/BLE* 100 10 90 90 Van Groenestijn y Lake (1999)
Hexano/SB* 180 3 77 140 Muiioz et al. (2006)
Hexano/SB* 180 3 67 120 Arriaga et al. (2006)
Hexano/B* 180 3 90 160 Arriaga et al. (2006)
Tolueno/B" 29 0.8 97 28 Neal y Loehr (2000)
Tolueno/B” 46 0.8 100 46 Song y Kinney (2005)
Tolueno/B” 255 6 98 250 Garcia-Pefia et al. (2001)
Hexano/B" 100 4 100 50 Spigno et al. (2003)
Hexano/B" 160 3 66 100 Arriaga y Revah (2005)
Hexano/B" 290 2 20 60 Kibazohi et al. (2004)

RTA = Reactor de tanque agitado, BLE = Biofiltro de lecho empacado, B = Biofiltro, SB =
Sistema bifasico. A = Carga volumétrica (g/m**h), B = Concentracién inicial de COVs (g/m?).

C = Eficiencia de eliminacion (%), D = Capacidad de eliminacion (g/m’**h)

+ = Sistemas de una fase, * = Sistemas con fase oleosa
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En la Tabla anterior se indica que los sistemas de dos fases son capaces de
sobrepasar el potencial de aplicacion de los sistemas de una fase (Déziel et al., 1999).
Ademas, los SB presentan una alternativa de tratamiento eficaz para COVs hidrofobicos,
ya que a partir de su uso se incrementa el transporte del contaminante debido a la
naturaleza hidrofobica del aceite, la alta absorcion del contaminante hidrofobico en el
aceite y al incremento del area interfacial, lo que permite mayores velocidades de

degradacion.

Fase gaseosa

Fase organica

O O Células

0 o 0\
o % o

Contaminante
Fase acuosa

o° Bmm
o o Q

o

Figura 1.2. Esquematizacion de un sistema bifasico. (Daugulis, 2001)
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1.4 Biodegradacion de hidrocarburos en sistemas bifasicos

El tratamiento de hidrocarburos aromaticos a través de biorreactores de dos fases, es una
nueva estrategia desarrollada para incrementar la biodisponibilidad y biodegradacion de
contaminantes toxicos e hidrofobicos (Denziel et al., 1999). Se han hecho varios estudios
de biodegradacion de hidrocarburos aromaticos en los cuales se han obtenido resultados
favorables en la degradacion de compuestos como fenol (Collins y Daugulis, 1997),
Tolueno (Collins y Daugulis, 1999) y benceno (Yeom y Daugulis, 2001). Recientemente
se han enfocado en la degradacion de compuestos HAP, como: fenantreno, pireno,
antraceno y naftaleno, mediante el uso de microorganismos hidrofébicos adheridos en la
fase oleosa (MacLeod y Daugulis, 2005). Un ejemplo de fase oleosa utilizada para la
degradacion de hidrocarburos como Tolueno, fue el n-hexadecano. Se utilizé n-
hexadecano debido a su nula toxicidad y degradabilidad que presentd con los

microorganismos utilizados (Collins y Daugulis, 2003).

A partir de estos estudios se han obtenido buenos resultados gracias a los altos
valores de velocidades de degradacion, debidos al aumento en el area de contacto de la
fase organica y la acuosa, y a las interacciones de los organismos hidrofébicos con el
compuesto a degradar (Arriaga et al., 2006). Los estudios llevados a cabo en
biorreactores de dos fases han mostrado eficiencias de eliminacion de hidrocarburos
como benceno y Tolueno de un 99% (Ver Tabla 1.4). Collin y Daugulis en el 2003
llevaron a cabo la degradacion de una mezcla de benceno y Tolueno, llegando a la
conclusion que es factible degradar dos compuestos quimicos simultdneamente en un
sistema biféasico con altas capacidades de eliminacion. Se estima que los biorreactores de
2 fases tienen un potencial alto de capacidad de eliminacién de algunos COVs, para el
caso del tolueno se encontrd, que los biorreactores de 2 fases pueden alcanzar
capacidades de eliminacion de hasta 1290 g m > h™', lo cual es muy alto si se compara
con capacidades de eliminacion de Tolueno obtenidas por biofiltros, esto gracias a que no
existen limitaciones en la transferencia de masa (Collin y Daugulis, 2003; Aizpuru et al.,

2005).
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Los resultados obtenidos de los biorreactores de dos fases han mostrado
eficiencias de remocion altas sobre compuestos orgéanicos, debido a un aumento de las
velocidades de transferencia de masa, gracias a los equilibrios de particion entre fases
hidrofobicas (sustrato-fase oleosa). Lo que hace que los sistemas bifasicos sean efectivos
para tratar mezclas de hidrocarburos con nula o baja solubilidad en agua. La fase oleosa
en los sistemas bifasicos sirve como deposito del contaminante, contribuyendo a que no
exista inhibicion hacia los microorganismos por altas cargas del contaminante, ya que los

microorganismos disponen del sustrato paulatinamente.
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I JUSTIFICACION

La contaminacion atmosférica es un problema grave que se ha ido incrementado con el
paso de los afios, debido principalmente al aumento de las actividades antropogénicas. La
Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) en su Acta de Aire limpio de 1999 enlista una
serie de contaminantes emitidos a la atmosfera, los cuales tienen efectos negativos en el
medio ambiente y en la salud de los humanos. Dentro de esta lista encontramos

contaminantes como Tolueno, Hexano y tricloroetileno (TCE).

Debido al alto riesgo que presentan las emisiones de contaminantes a la salud
publica, es necesario establecer tecnologias para el tratamiento de emisiones
contaminantes. Las tecnologias de tratamiento bioldgico han mostrado ser mas eficientes
que los métodos de tratamiento fisicoquimicos, debido a su bajo costo y a que son

tecnologias amigables con el medio ambiente.

Una alternativa viable para eliminar COVs del aire es a través de sistemas
biologicos bifasicos. Estos sistemas surgieron por la necesidad de eliminar limitaciones
de biodegradacion debido a la baja biodisponibilidad de contaminantes hidrofobicos, las
cuales comunmente se presentan en los biorreactores convencionales de tratamiento
biolégico (biofiltros, reactores de lecho escurrido, biolavadores). Los sistemas bifasicos
son de interés por que, la incorporacion de fases oleosas incrementa la biodisponibilidad

del contaminante hacia los microorganismos, incrementando asi su biodegradacion.

Existen algunos compuestos como surfactantes que en principio mejorarian el
transporte de masa de sustancias hidrofilicas e hidrofobicas, debido a su capacidad de
formar micelas, las cuales aumentan la solubilidad de sustancias en fases liquidas, por lo
tanto los sistemas de 2 fases que incorporan surfactantes, mejorarian la transferencia de

masa y tasas de biodegradacion de hidrocarburos con distintas solubilidades.

Estudios realizados con mezclas complejas en sistemas bifasicos son escasos,

aunque estas circunstancias suponen una situaciéon mas cercana a la realidad, en cuanto a
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la biodegradacion de emisiones reales de contaminantes, por tal motivo seria importante
realizar el estudio de la degradacion de compuestos con diferentes propiedades

fisicoquimicas mediante sistemas de 2 fases.
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Il OBJETIVO E HIPOTESIS

3.1 Ohbjetivo general

Estudiar la biodegradacion de hidrocarburos con distintas solubilidades (Hexano,
Tolueno, tricloroetileno) individualmente y en mezcla, utilizando sistemas mono,

bifasicos.

3.1.1 Objetivos particulares

% Obtener las velocidades de consumo de Hexano, Tolueno y TCE por un consorcio

de microorganismos en experimentos en lote de:

1 fase (medio mineral)
2 fases (aceite de silicona-medio mineral; Pluronic F-68-medio mineral)

2 fases con surfactante (aceite de silicona-medio mineral- Pluronic F-68).

% Estudiar la biodegradacion cometabolica de Tricloroetileno con Tolueno y

Hexano en sistemas de 1 y 2 fases.

3.2 Hipotesis

s La velocidad de biodegradacion de hidrocarburos hidrofobicos e hidrofilicos se
incrementa con el uso de sistemas bifasicos: medio mineral-surfactante, medio
mineral-aceite, medio mineral-surfactante-aceite = comparado con sistemas

monobasicos (medio mineral).
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IV  MATERIALES Y METODOS

4.1 Reactivos

Los solventes utilizados fueron Tricloroetileno, n-Hexano, Tolueno (Tecsiquim, Co.
México) con un grado de pureza mayor a 98.5%. El agente tensoactivo Pluronic-F68 y
aceite de silicona 200 [Poly(dimethylsiloxane)] fueron obtenidos de la compafiia Sigma-

Aldrich.

4.2 Inoculo y Medio Mineral

421 In6culo

El consorcio de microorganismos fue obtenido de un sitio contaminado por una descarga
de la industria papelera PRONAPADE en SLP y se mezcld con un suelo contaminado
obtenido de la descarga de aceite de un taller mecanico. La extraccion de los
microorganismos se llevo a cabo con medio mineral a pH 7 en matraces de 500 mL y con
agitacion constante. Posteriormente, las soluciones se filtraron y se dejaron sedimentar
por 24 horas, el sobrenadante se retir6 y se agregd medio mineral fresco. Los
microorganismos se colocaron en un matraz de 1 L, al cual se le adiciondé medio mineral
(Seccion 4.2.2) para posteriormente colocarlo en una parrilla orbital a una velocidad de
150 revoluciones por minuto (rpm), en un cuarto de temperatura controlada a 30°C. La
adicion de vapores de Tricloroetileno, Hexano y Tolueno para llevar a cabo la adaptacion

del indculo, se realiz6 cada 3 dias, durante un periodo de 6 meses.

4.2.2 Medio Mineral

La composicion del medio mineral usado en todos los experimentos se muestra en la
Tabla 4.1. El pH se ajusté a 7 con una soluciéon de NaOH a 0.2 N y fue esterilizado en
autoclave a 120°C y 15 1b in™ por 15 min (Garcia-Pefia et al., 2001).
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Tabla 4.1. Composicion del medio mineral.

Compuesto

Concentracion (g.L™7)

Nitrato de Sodio (NaNOs3)

Fosfato de Potasio (KH,PO,)
Sulfato de Magnesio (MgS0O4.7H,0)
Sulfato de Calcio (CaS04.2H,0)
Cloruro de Célcio (CaCl,)

Sulfato de Fierro’ (FeS04.7H,0)
Sulfato de Manganeso’ (MnSO4. H,0)
Sulfato de Zinc (ZnSO4. 7H,0)
Sulfato de Cobre” (CuSO,. 7H,0)
Cloruro de Cobalto” (CoCl,. 6H,0)
Acido Bérico” (H3BO»)

6
1.3
0.38
0.25
0.055
0.015
0.012
0.013
0.0023
0.0015
0.0015

*Elementos traza

4.3 Experimentos

4.3.1 Sistemas en lote (microcosmos)
En estos sistemas se realizaron estudios cinéticos con Tricloroetileno, Hexano y Tolueno
utilizando una (F,) y dos fases (F,), individualmente asi como mezclas de estos solventes.

Una vez terminada la cinética en lote se obtuvieron las velocidades de consumo de los

solventes, asi como la eficiencia de eliminacion y porcentaje de mineralizacion.

Todos los experimentos en lote se llevaron a cabo en botellas seroldgicas de 120
mL y se sellaron con valvulas mininert de Teflon (Tapa de 20 mm, Supelco); ademas de
realizarse por duplicado. Se colocaron en una incubadora a 30°C y a una velocidad de
agitacion de 120 rpm. Se midi6 el consumo de hidrocarburo y O,, y la produccion de
CO,, (por Cromatografia de Gases), biomasa (inicial y final por el método de Lowry) y

pH inicial y final (para las cinéticas con TCE). Para el control se monitore6 la produccion

de CO; debida a la respiracion endogena de los microorganismos.
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4.3.1.1 Determinacion de concentracion inhibitoria

Las concentraciones de hidrocarburos que se probaron fueron: Hexano (55, 82, 110, 137,
165 y 220 g/m’), Tolueno (72, 108, 145, 181, 217 y 289 g/m’) y Tricloroetileno (6, 13,
25, 38, 50 y 63 g/m’). El contenido de los microcosmos fue 17 mL de medio mineral y 3

mL de indculo.

4.3.1.2 Experimentos de una fase (F1)

El contenido de los F; es igual al colocado en los experimentos de determinacion de
concentracion inhibitoria. Se inyectaron volimenes definidos de los hidrocarburos antes
mencionados y se monitored su concentracion en la fase gaseosa asi como la produccion
de CO;, como una medida de mineralizacion de la fuente de carbono a través del tiempo.
Los volimenes inyectados fueron 2.5, 5, 7.5 y 10 pL para Tolueno y Hexano. En la
Tabla 4.2 se muestra la conversion de los volimenes utilizados de los hidrocarburos

Hexano, Tolueno y Tricloroetileno (TCE) en concentracion (g/m’).

Tabla 4.2. Concentraciones inyectadas de solventes a los microcosmos.

Hidrocarburo Volumen Concentracion
(uL) (g/m’)
Hexano 2.5 14
Hexano 5 28
Hexano 7.5 41
Hexano 10 55
Tolueno 2.5 19
Tolueno 5 36
Tolueno 7.5 54
Tolueno 10 72
Tricloroetileno (TCE) 0.5 6

*Concentraciones referidas a la densidad del compuesto
a condiciones de 30°C.

El contenido de los experimentos con mezclas de hidrocarburos en una fase,

experimentos controles (EC) y experimentos abidticos se muestran en la Tabla 4.3.
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Tabla 4.3. Condiciones experimentales aplicadas en los tratamientos bidticos, abidticos y

controles en sistemas de 1 fase (F;).

F; - Mezcla

Induccion TCE con Tolueno Induccion TCE con Hexano

MM Inéculo
Frasco (17mL) (3 mL) Corce Cio Caot Gl Cirol Clinex Conex Csnex Cinex

1 X X X X
2 X X X X
3 X X X X
4 X X X X
5 X X X X
6 X X X X
7 X X X X
8 X X X X
Experimentos bidticos con hidrocarburos individuales
EC1 X X
EC2 X X X
EC3 X X X
EC3 X X X
EC3 X X X
EC3 X X X
EC4 X X X
EC4 X X X
EC4 X X X
EC4 X X X
Experimentos abidticos
CA2 X X
CA3 X X
CA3 X X
CA3 X X
CA3 X X
CA4 X X
CA4 X X
CA4 X X
CA4 X X

MM = Medio mineral, Hex = Hexano, Tol = Tolueno.

Cop, Cy, Cy, C5,C4=0.5uL,2.5uL, 5ul, 7.5 uL y 10 uL respectivamente.

EC1 = Respiracion enddgena, EC 2 = Experimento control de TCE.

EC 3 = Experimento control de Tolueno, EC 4 = Experimento control de Hexano.

CA 2 = Control abidtico de TCE, CA 3 = Control abiotico de Tolueno, CA 4 = Control abidtico de Hexano.
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4.3.1.3 Experimentos de 1 fase con surfactante (Fis)

Estos experimentos contenian: medio mineral y surfactante. En estos experimentos, el
95% del volumen se conform6é de medio mineral e in6culo, mientras que el otro 5%
correspondi6 al surfactante Pluronic F-68 a 0.10% (w/vhy). Las mezclas de
hidrocarburos realizadas en estos sistemas fueron: TCE-Hexano y TCE-Tolueno. Las
concentraciones de Hexano y Tolueno que se utilizaron en estas cinéticas fueron las
mismas que las empleadas en los estudios de una fase. El contenido de los experimentos
con mezclas de hidrocarburos en una fase con surfactante y experimentos controles (EC)

se muestran en la Tabla 4.4 respectivamente.
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Tabla 4.4. Condiciones experimentales aplicadas en los tratamientos bidticos, abidticos y
controles en sistemas de 1 fase con surfactante (F;s), medio mineral-Pluronic-F68 a

0.10% (W/Vip20).

Fis- Mezcla
Induccion TCE con Tolueno Induccion TCE con Hexano
Frasco MM Inéculo  Pluronic # Corce C, C C C C C C C
(16 mL) (3 l'l'lL) (1 mL) tol 2tol 3tol 4tol lhex 2hex 3hex 4hex
1 X X X X X
2 X X X X X
3 X X X X X
4 X X X X X
5 X X X X X
6 X X X X X
7 X X X X X
8 X X X X X
Experimentos bidticos con hidrocarburos individuales
EC1 X X X
EC2 X X X X
EC3 X X X X
EC3 X X X X
EC3 X X X X
EC3 X X X X
EC4 X X X X
EC4 X X X X
EC4 X X X X
EC4 X X X X
Experimentos abidticos
CA2 X X X
CA3 X X X
CA3 X X X
CA3 X X X
CA3 X X X
CA4 X X X
CA 4 X X X
CA 4 X X X
CA 4 X X X

MM = Medio mineral, Hex = Hexano, Tol = Tolueno, * Pluronic F-68 a 0.10% (W/v).

Cy, Cy, Cy, C5,C4=0.5uL,2.5uL, Sul, 7.5 uL y 10 uL respectivamente.

EC1 = Respiracion enddgena, EC 2 = Experimento control de TCE.

EC 3 = Experimento control de Tolueno, EC 4 = Experimento control de Hexano.

CA 2 = Control abidtico de TCE, CA 3 = Control abidtico de Tolueno, CA 4 = Control abidtico de Hexano.
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4.3.1.4 Experimentos de dos fases (F,)

Los experimentos bifasicos realizados contuvieron: medio mineral-aceite de silicona (F,)
y medio mineral-surfactante-aceite de silicona (Fys). En esta etapa, a diferencia de los
experimentos Fj, los microcosmos mantuvieron una relacion de 9.5 a 0.5 en volumen. Es
decir, el 95% del volumen total se conform6 de indculo-medio mineral para los F,,
mientras que para los Fag se le agrego ademas surfactante. El 5% restante fue aceite de

silicona.

Las mezclas de hidrocarburos realizadas en estos sistemas bifasicos fueron: TCE-
Hexano y TCE-Tolueno. Las concentraciones de Hexano y Tolueno utilizadas en estas
cinéticas de dos fases fueron las mismas que se emplearon en los estudios de una fase. El
contenido de los experimentos con mezclas de hidrocarburos en dos fases y experimentos
controles (EC) se muestran en la Tabla 4.5 (Medio mineral-aceite silicona) y 4.6 (Medio
mineral-surfactante-aceite de silicona) respectivamente. Se colocaron 36 tratamientos
experimentales para cada una de las dos fases dando un total de 72 tratamientos
experimentales, para cubrir la etapa completa. Los experimentos se llevaron a cabo por

duplicado.
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4.3.1.4.1 Aceite de Silicona — Médio mineral (F,)

Tabla 4.5. Condiciones experimentales aplicadas en los tratamientos bidticos, abidticos y

controles en sistemas de 2 fases (F;), medio mineral-aceite de silicona.

F,- Mezcla
Induccion TCE con Tolueno Induccion TCE con Hexano
Frasco =~ MM Indeulo - Aceite o0 0 0 G Che Cae Came C
(16 mL) (3 l'l'lL) (1 l'l'lL) tol 2tol 3tol 4tol lhex 2hex 3hex 4hex
1 X X X X X
2 X X X X X
3 X X X X X
4 X X X X X
5 X X X X X
6 X X X X X
7 X X X X X
8 X X X X X
Experimentos bidticos con hidrocarburos individuales
EC1 X X X
EC2 X X X X
EC3 X X X X
EC3 X X X X
EC3 X X X X
EC3 X X X X
EC4 X X X X
EC4 X X X X
EC4 X X X X
EC4 X X X X
Experimentos abidticos
CA2 X X X
CA3 X X X
CA3 X X X
CA3 X X X
CA3 X X X
CA4 X X X
CA 4 X X X
CA 4 X X X
CA 4 X X X

MM = Medio mineral, Hex = Hexano, Tol = Tolueno.

Cop, Cy, Cy, C5,C4=0.5uLl,2.5uL, 5ul, 7.5 ulL y 10 uL respectivamente.

EC1 = Respiracion endégena, EC 2 = Experimento control de TCE.

EC 3 = Experimento control de Tolueno, EC 4 = Experimento control de Hexano.

CA 2 = Control abidtico de TCE, CA 3 = Control abidtico de Tolueno, CA 4 = Control abidtico de Hexano.
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4.3.1.4.2 Pluronic F-68 — Médio mineral — Aceite de silicona (Fzs)
Tabla 4.6. Condiciones experimentales aplicadas en los tratamientos bidticos, abidticos y
controles en sistemas de 2 fases (F»s), medio mineral - aceite de silicona - Pluronic-F68 a

0.10% (W/v).

F,s- Mezcla
Induccion TCE con Tolueno Induccion TCE con Hexano
r . . A
Frasco (ll;drl;/lL) lg’;‘ﬂ;’ (Af Cﬁ:{e) Plél]r?;lic) Citce Ciol Caot Caor Caral Cihex  Conex  Conex  Canex
1 X X X X X X
2 X X X X X X
3 X X X X X X
4 X X X X X X
5 X X X X X X
6 X X X X X X
7 X X X X X X
8 X X X X X X
Experimentos biéticos con hidrocarburos individuales
EC1 X X X X
EC2 X X X X X
EC3 X X X X X
EC3 X X X X X
EC3 X X X X X
EC3 X X X X X
EC4 X X X X X
EC4 X X X X X
EC4 X X X X X
EC4 X X X X X
Experimentos abioticos
CA2 X X X X
CA3 X X X X
CA3 X X X X
CA3 X X X X
CA3 X X X X
CA4 X X X X
CA 4 X X X X
CA 4 X X X X
CA4 X X X X

MM = Medio mineral, Hex = Hexano, Tol = Tolueno, * Pluronic F-68 a 0.10% (W/v).

Cop, Cy, Cy, C5,C4=0.5uL, 2.5uL, Sul, 7.5 uL y 10 uL respectivamente.

EC1 = Respiracion endégena, EC 2 = Experimento control de TCE.

EC 3 = Experimento control de Tolueno, EC 4 = Experimento control de Hexano.

CA 2 = Control abidtico de TCE, CA 3 = Control abiotico de Tolueno, CA 4 = Control abidtico de Hexano.
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4.3.2 Expresion de resultados
Los resultados obtenidos se expresaron en porcentaje de mineralizacion calculado con
base en balances de carbono, eficiencia de eliminacion (%ER) y velocidades de consumo

de acuerdo al modelo de Gompertz (Acuiia, 1999).

4.3.2.1 Porcentaje de mineralizacion
La determinacion del porcentaje de mineralizacion se realizé haciendo balances con base
en carbono para Hexano, Tolueno y TCE de acuerdo a la estequiometria de la reaccion.

La ecuacion que representa la oxidacion completa de Hexano es la siguiente:

CeHis+1920, —» 6CO,+7H,O Ec. (4.1)
Por lo tanto:
1 mol de Hexano —— 6 moles de dioxido de carbono
86g de Hexano —» 264 g de dioxido de carbono
1g de Hexano consumido —  3.07 g de didxido de carbono producido

(100% de mineralizacion teodrica)

La ecuacion de oxidacion completa del Tolueno es la siguiente:

Cs/Hs +9 O, — 7C0O,+4H,0 Ec. (4.2)
Por lo tanto:
1 mol de Tolueno — 7 moles de dioxido de carbono
92.13 g de Tolueno — 308 g de didxido de carbono
1 g de Tolueno consumido — 3.34 g de didxido de carbono producido

(100% de mineralizacion teodrica)

La ecuacion de oxidacion completa del tricloroetileno se muestra a continuacion:

C,HC1;0 +3/2 0, + H,O —— 2 CO;, +3 HCI Ec. (4.3)
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Por lo tanto:
1 mol de Tricloroetileno — 2 moles de didxido de carbono
131.39 g de Tricloroetileno— 88 g de didxido de carbono
1 g de Tricloroetileno consumido—0.67 g de didéxido de carbono producido

(100% de mineralizacion tedrica)

Una vez calculada la produccion de CO, tedrica, obtenida de las ecuaciones de oxidacion

completa, se calculo el % de mineralizacion aplicando la siguiente formula:

Porcentaje de mineralizacion = 100 x (mg CO, experimentales/mg CO, tedrico) Ec. (4.4)

4.3.2.2 Eficiencia de eliminacion
La eficiencia de eliminacion (%ER) es un pardmetro que nos indica el desempeiio de un
sistema, se calcula de acuerdo a la siguiente formula:
%ER = (C&gent - C8qa1) - 100 Ec. (4.5)
C¥sent
Donde:
C%sent : Concentracion de solvente inicial (g/m’)

(% : Concentracién de solvente final (g/m’)

4.3.2.3 Velocidades de consumo de hidrocarburo y produccién de CO,
Estas velocidades se calcularon en base al modelo de crecimiento de Gompertz. Este

modelo describe una curva asintotica, mediante la siguiente ecuacion;

Sc=aexp (-b exp™) Ec. (4.6)
Donde:
Sc: Sustrato consumido (g).
a: Maxima cantidad de sustrato consumido (g).
b: Parametro relacionado con las condiciones iniciales (adimensional).
k: Velocidad de consumo de sustrato (h™).

t: Tiempo (h)
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Para determinar la tasa volumétrica maxima de consumo de sustrato y produccion de
CO,, se utilizo la siguiente ecuacion que se obtiene a partir de los valores de a y k del
modelo de Gompertz.

Vmax= 0.368*a*k Ec. (4.7)
Para la obtencion de la velocidad especifica (Vgsp) se dividira la Vyax obtenida entre la
concentracion de biomasa introducida en el sistema. A continuacidn se muestra la

ecuacion con la cual se determinaron las velocidades especificas.

VEsp = (Vmax) (Volumen de fase gaseosa)

(Concentracion de biomasa) (Volumen de fase liquida) Ec. (4.8)

Visp = Velocidad especifica (mg de hidrocarburo consumido/gramo de proteina * hora)

4.3.3 Pruebas de biodegradabilidad y toxicidad

Estas pruebas se hicieron para aceite de silicona y el agente tensoactivo Pluronic —F68, se
realizaron en botellas serologicas con un volumen de 120 mL, a los cuales se les colocod
tapones de hule, para posteriormente sellarlos con tapas de aluminio. Los experimentos
de biodegradabilidad y toxicidad consistieron en agregar 17 mL de medio mineral, 2 mL
del compuesto a analizar, aceite de silicona o Pluronic F-68 y se inocularon con 1 mL del
consorcio microbiano, manteniéndose una relacion 9:1 (fase acuosa-compuesto a
analizar). Para los experimentos de toxicidad se agregé al medio mineral 80 puL. de una
solucion que contenia: 1 g.L' de glucosa, 0.02 g.L"' de extracto de levadura 'y 0.02 g.L"!
de peptona. Se realizaron controles experimentales, los cuales contenian todos los
elementos antes mencionados, exceptuando el compuesto a analizar, con la finalidad de
tener como control la respiracion endogena. Las botellas serologicas se colocaron en una
parrilla orbital a una velocidad de agitacion de 150 rpm y una temperatura de 30 °C. Se
monitored la concentracion de CO, en un Cromatografo de Gases durante un mes. La
finalidad de las pruebas de biodegradabilidad y toxicidad es ver si las fases Pluronic F-68

y el aceite de silicona son adecuadas para poder llevar a cabo los experimentos. Para
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poder utilizar cualquier fase oleosa es necesario que no sea ni toxica, ni biodegradable

por los microorganismos (Bruce y Daugulis, 1991).

4.3.4 Coeficiente de particion

El coeficiente de particion (m) para los compuestos Hexano, Tolueno y TCE, fue
calculado a partir de la relacion que existe entre la concentracion en la fase gaseosa y la
concentracion en la fase liquida (Ec. 4.9). La concentracion de hidrocarburo en la fase

liquida se obtuvo a través de un balance de masa a partir de la ecuacion 4.10.

Los experimentos de particion se dividieron en 3 partes, variando en cada
experimento la composicion de la fase liquida. Las fases liquidas analizadas por separado
contenian los volumenes siguientes: medio mineral (19 mL), Aceite de Silicona (ImL) y
Pluronic F-68 a 0.10% (1mL), estos estudios fueron nombrados experimento 1 (E1), 2

(E2) y 3 (E3), respectivamente.

Los experimentos se elaboraron en botellas serologicas con un volumen de 120
mL a los cuales se les colocaron valvulas mininert de Teflon (Tapa de 20 mm, Supelco).
A continuacion se describe en la Tabla 4.7 el volumen y las concentraciones de los

experimentos E1, E2 y E3 para los hidrocarburos Hexano, Tolueno y TCE.

Los volumenes utilizados en estos estudios se eligieron con base en estudios antes
realizados para determinar coeficientes de particion (Arriaga, 2006). Los experimentos se
realizaron por duplicado, siendo un total de 36 tratamientos experimentales por
hidrocarburo. Se colocaron en una incubadora (Lab Line) a una temperatura de 30°C,
con el fin de lograr el equilibrio entre la fase gaseosa y liquida. Se mantuvieron en
incubacion por 72 horas, tiempo suficiente para lograr el equilibrio en los sistemas E1, E2
y E3. Estudios previos similares realizados en laboratorio han mostrado que en 72 horas

los sistemas en lotes alcanzan el equilibrio en fases liquido-gas. (Vergara et al., 2006)
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Tabla 4.7. Volumenes y concentraciones utilizadas en los experimentos de particion para

los hidrocarburos Hexano, Tolueno y TCE a 30°C.

Hexano Tolueno Tricloroetileno (TCE)
Experimento Volumen Concentracion Volumen Concentracion Volumen Concentracion
inyectado (uL) (g/m®) inyectado (uL) (g/m’) inyectado (uL) (g/m’)
El 5 28 5 36 5 86
10 55 10 72 10 172
20 110 20 145 20 345
50 248 50 361 50 862
100 549 100 722 100 1724
200 1098 200 1445 200 3448
E2 5 28 5 36 5 86
10 55 10 72 10 172
20 110 20 145 20 345
50 248 50 361 50 862
100 549 100 722 100 1724
200 1098 200 1445 200 3448
E3 5 28 5 36 5 86
10 55 10 72 10 172
20 110 20 145 20 345
50 248 50 361 50 862
100 549 100 722 100 1724
200 1098 200 1445 200 3448
E1 = Fase medio mineral. E2 = Fase Aceite de silicona. E3 = Fase Pluronic F-68 al 0.10% (w/v H,0).

La concentracién en la fase gaseosa se monitore6 cada 24 horas durante un

periodo de 72 horas, a través de un Cromatografo de Gases (Seccion 4.4.1.1). A

continuacion se muestran las ecuaciones utilizadas:

m's = (C%/ Cls) Ec. (4.9)

donde:
1 . C., . .
mg es coeficiente de particion (adimensional)

., 3
C%ses la concentracion de solvente en la fase gaseosa, (g/m”)

C'ses la concentracion de solvente en la fase liquida, (g/m’)
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Cls = (Cls — C&) Ec. (4.10)
donde:
C's es la concentracién de solvente inicial, (g/m’)

C%ses la concentracion de solvente en la fase gaseosa [en equilibrio], (g/m’)
4.4  Métodos analiticos
4.4.1 Mediciones en la fase gaseosa

4.4.1.1 Concentracion de Tricloroetileno, Hexano y Tolueno

Las mediciones de TCE, Hexano y Tolueno en la fase gaseosa, se obtuvieron a través de
un Cromatografo de Gases CG (Agilent Technologies serie 6890N, Estados Unidos),
equipado con un detector de ionizacion de flama y una columna capilar HP-5 de (30 m X
0.320 mm de didmetro interno y 0.25 um de espesor de pelicula). Las temperaturas de
operacion fueron: inyector 150°C, columna 250°C y detector 250°C. Se utilizé como gas

., . ., .-l
acarreador nitrégeno con un flujo de operacion de 25 mL min™.

4.4.1.2 Produccion de didxido de carbono

En el caso del dioxido de carbono, para sus mediciones se empled un Cromatdgrafo de
Gases “Agilent Technologies 6850”. El CG esta provisto con un detector de
conductividad térmica y una columna capilar HP — PLOT Q (Divinylbenzene/styrene
Porous Polymer), con dimensiones de: 30 m x 0.32 mm de didmetro interno x 20 pm de
espesor de pelicula. Las temperaturas del inyector, columna y detector fueron: 180, 35y
180 °C respectivamente. El gas acarreador utilizado fue helio con un flujo de 10.1 mL
min™. Para la inyecciéon de las muestras en el cromatografo se utilizo una jeringa para
gases (Hamilton Company; Reno, Nevada; Estados Unidos) aplicando un volumen de

100 pL.
4.42 Determinacion de Proteina

La cantidad de biomasa se determind midiendo proteina a través del Kit de Bio-Rad DC

Protein Assay. Este Kit se basa en el método de Lowry (1952) y posee un limite maximo
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de deteccion de 250 mg/L. El fundamento es la reaccion de la proteina encontrada en la
biomasa con tartrato de cobre en medio alcalino y la subsiguiente reduccion del reactivo
de Folin por el complejo tartrato de cobre-proteina, produciéndose un caracteristico color
azul, el cual posee un maximo de absorbancia a 750 nm. El kit incluye las soluciones A 'y
B, la solucion A esta formada por sulfato de cobre al 0,5% en tartrato a 1% y carbonato
sodico al 2% en NaOH 0.2N. Reactivo B se puede preparar a partir de wolframato sodico,
molibdato soédico, acido fosforico, HCl concentrado. Para poder determinar la
concentracion de proteina de las muestras se realizdo una curva de calibracion (Anexo
A.5) utilizando como estandar albumina de suero de bovino. Esta curva se realiz6é en un
espectrometro (UV/Vis Lambda 11, Perkin Elmer, Alemania) trabajando a una longitud
de onda de 750 nm, del cual se obtuvieron absorbancias que junto con las

concentraciones conocidas de proteinas formaron la curva de calibracion.

La preparacion de las muestras consistio en agregar 400 pL de la muestra
problema mas 400 uLL de NaOH 0.2 N y se procedi6 a digerirla en un bafio maria durante
15 min a 100°C. Una vez terminado este proceso se centrifugé a 13000 rpm durante 10
min. De esta muestra se tomaron 200 pL y se agregaron 0.ImL del reactivo Ay 0.8 mL
del reactivo B después se coloco en la oscuridad durante un tiempo de 15 min, para
posteriormente medir en el espectrometro. Se preparé un blanco que contenia una parte

de sosa y otra de agua de manera igual que el resto de las muestras.
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V  RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.  Pruebas preliminares

5.1.1. Pruebas de biodegradabilidad y toxicidad

Las metodologias utilizadas en estas pruebas se explican en la Seccién 4.3.3. Estas
pruebas fueron aplicadas para Aceite de Silicona y Pluronic F-68. Las graficas obtenidas
se muestran en el anexo B. En la Tabla 5.1.1 se resumen los resultados obtenidos en estas

pruebas.

En estos experimentos se considerd biodegradable aquel compuesto cuya
produccion de CO, fuera significativamente mayor a la producida en el frasco control de
respiracion endogena. Para los experimentos de toxicidad se considerd toxico aquel
compuesto cuya produccion de CO, fuera menor al producido en el frasco control de
respiracion endogena. Para el caso de Pluronic F-68 al 2.5% (w/v) el valor de CO;

obtenido al final fue menor 18% respecto a la respiracion enddgena.

Tabla 5.1.1. Pruebas de Biodegradabilidad y Toxicidad para el consorcio microbiano de

diferentes compuestos adicionados en los ensayos.

Biodegradabilidad Toxicidad
Compuesto CO, final CO,R.E. final CO; final CO, R.E. final
(g/m’) (g/m’) (g/m’) (g/m’)
Pluronic F-68 a 2.5% - 13 16 No 13 16 Si
Aceite de silicona 11 11 No 14 11 No
Pluronic F-68 a 0.10% 10 11 No 13 11 No
Pluronic F-68 2 0.01% ~ 11 11 No 13 11 No

* Relacion masa-volumen.

R.E. = respiracion endogena (experimento control).

En la Tabla 5.1.1., se observé que el agente tensoactivo Pluronic-F68 es toxico a

concentraciones de 2.5% (w/v), lo cual se observa en la concentracion promedio obtenida

de CO, que fue de 13 g/m’, siendo menor a la obtenida en el experimento control que fue

37



de 16 g/m’. Sin embargo, a concentraciones de 0.10% y 0.01% (w/v) no resulté toxico. El
aceite de silicona no es biodegradable ni tdxico para el consorcio de microorganismos
utilizado en estos experimentos. Con base en estos resultados, se optd por utilizar aceite
de silicona como fase oleosa en los sistemas bifasicos, asi como una solucion de
Pluronic-F68 a una concentracion de 0.10% (w/v), con la finalidad de mejorar el

transporte de masa entre el contaminante y los microorganismos del sistema.

5.1.1. Determinacion de la concentracion inhibitoria

Estos experimentos se realizaron para determinar cinéticas en un intervalo de
concentraciones que no sean inhibitorias para el indculo y para saber a qué concentracion
se obtienen las velocidades maximas de degradacion de hidrocarburos. A continuacion se
muestra en las Figuras 5.1.1 y 5.1.2 los porcentajes de mineralizacion y las velocidades

especificas promedio obtenidas para los hidrocarburos Hexano y Tolueno a diferentes

concentraciones.
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Figura 5.1.1. Velocidades especificas () y % de mineralizacion ((J) obtenidos para Hexano.
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Figura 5.1.2. Velocidades especificas (@) y % de mineralizacion ((J) obtenidos para Tolueno.

El Tolueno presentd la maxima mineralizacion y velocidad de consumo especifica
cuando se utilizo la concentracion de 108 g/m’ siendo ésta la mejor para poder trabajar
en este tipo de sistemas. Para el Hexano la méxima mineralizacion se alcanzé cuando se
colocd una concentracién de 55 g/m’. En cambio, la velocidad de consumo especifica
maxima no corresponde a la misma concentracion a la cual se encontré6 lo maxima
mineralizacion lo que significa probablemente que el Hexano sufre una degradacion
parcial conforme se aumenta la concentracion en el sistema. Esto fue reportado por

Arriaga et al. 2005.
5.1.3. Coeficiente de Particion

El coeficiente de particion se calculd para los solventes Tricloroetileno, Hexano y

Tolueno mediante la metodologia descrita en la Seccion 4.3.4. En la Tabla 5.1.2 se
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muestran los resultados obtenidos de los experimentos de particion disefiados para E2 y

E3 (Seccion 4.3.4).

Tabla 5.1.2. Coeficientes de particion de los hidrocarburos Hexano, Tolueno y
Tricloroetileno, utilizando como fases aceite de silicona y Pluronic F-68 a 0.10% (w/v), a

30°C.

Coeficiente de particion [m's= (C%/C's)]* Coeficiente Solubilidad °

Hidrocarburo i i _ b
Pluronic F-68 Aceite de Silicona Henry > mg/L
Hexano 0.0571 0.0035 53 9.5
Tolueno 0.1042 0.0012 0.29 506.7
Tricloroetileno 0.0932 0.0030 0.4 1100

a = El coeficiente de particion (m) se determino a partir de las Ec. 4.9 y 4.10 experimentalmente.

b = La solubilidad se obtuvo de la base de datos de Syracuse Research Corporation
(http://www.syrres.com/esc/physdemo.htm). El Coeficiente de Henry es adimensional.

¢ = Heron, et al. 1998.

El Tolueno fue el que presentdé mayor afinidad hacia la fase organica de aceite de
silicona (coeficiente de particion mas pequeio), ya que se encontrd 833 veces (1/0.0012)
mas en aceite que en la fase gaseosa. En cambio para el Hexano y el Tricloroetileno se
encuentran alrededor de 300 veces (1/0.0035 y 1/0.0030) mas en la fase de aceite que en
la fase gaseosa. Respecto al coeficiente de particion del hidrocarburo en la fase de
Pluronic F-68, el Hexano (0.0571) presentd mayor afinidad que Tolueno (0.1042) y TCE
(0.0932). El valor obtenido del coeficiente de particion para Hexano en la fase de aceite

de silicona de 0.0035 fue similar al obtenido por Arriaga et al. 2006 de 0.0034.

La afinidad que presentaron los hidrocarburos hacia las fases analizadas se muestra a

continuacion:

Aceite de silicona: Tolueno > Tricloroetileno > Hexano

Pluronic F-68: Hexano > Tricloroetileno > Tolueno
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Durante la realizacion de los experimentos de particiébn, se observo que
compuestos como Tolueno y Tricloroetileno presentaban valores de concentracion
constantes en la fase gaseosa, aunque se inyectaron volumenes diferentes al sistema. Lo
cual indica que se presentd una saturacion en la interfase gas-liquido, esto se puede
comprobar en base a diagramas de fases liquido-vapor. Este fenomeno se manifestd
cuando se utilizaba como fase liquida medio mineral y Pluronic F-68 (Ver Fig. 5.1.3 y
5.1.5). Por otra parte cuando se utiliz6 como fase aceite de silicona no se alcanz6 en
ningin momento la saturacion de la fase oleosa en el sistema. Esta tendencia se puede

observar en las Figuras siguientes.

En las Figuras 5.1.3, 5.1.4 y 5.1.5 se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 5.1.3. Curvas de los experimentos para obtener el coeficiente de particion de
Tolueno de las fases liquidas mls = (C&/ Cls). Para medio mineral Y = 40.97 X, R* = 0.8829
(0), Aceite de silicona Y = 0.0012 X, R* = 0.9904 (m) y Pluronic F-68 Y = 0.1042 X, R* =
0.9081 (A).

El Tolueno presentd concentraciones constantes en la fase gaseosa cuando se

inyectaron volimenes arriba de 30 pL, correspondientes a una concentracion inicial de
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299 g/m’, para las fases liquidas medio mineral y Pluronic F-68. El efecto antes
mencionado se debe a que dentro del sistema se genera cierta presion que no permite que
aumente la concentracion en la fase gaseosa, por lo tanto se genera una mayor difusion
del hidrocarburo hacia la fase liquida. Cuando se utilizd6 como fase aceite de silicona la
saturacion no se presentd, incluso se pudieron inyectar volumenes de hasta 200 puL que
equivale a una concentracién de 1445 g/m’, esto se debid a que el aceite de silicona
sorbio la mayoria del Tolueno inyectado, indicando que la afinidad del Tolueno en el
aceite de silicona es alta como lo confirm6 ademas el coeficiente de particiéon obtenido

(Ver Tabla 5.12).
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Figura 5.1.4. Curvas de los experimentos para obtener el coeficiente de particion de Hexano
de las fases liquidas m's = (C& / C's). Para medio mineral Y = 0.5332 X, R? = 0.9647 (o),
Aceite de silicona Y = 0.0035 X, R* = 0.9856 (m) y Pluronic F-68 Y = 0.0571 X, R* =
0.9856 (A).

El Hexano en presencia de Pluronic F-68 presentd saturacion en la fase gaseosa cuando

. , . Py 3
se inyectaron volimenes mayores a 150 uL equivalentes a una concentracion 824 g/m”.
Para las fases medio mineral y aceite de silicona no se observd saturacion en la fase

gaseosa.

42



— ©  Medio mineral
ME 1200 - = Aceite de silicona
> A Pluronic F-68 a 0.1 % (w/v)
N—r

8

© 1000 -

(]

%]

©

=)}

Q8004

(]

o

<

&G 600 ]

L

O

|_

8 400

c

©

3]

8 200

c

8 4

2 3

8 0 T T T T T T T T 1

0 50000 100000 150000 200000 250000

Concentracion de TCE en la fase liquida (g/m®)

Figura 5.1.5. Curvas de los experimentos para obtener el coeficiente de particion de TCE de
las fases liquidas m's = (C& / C's). Para medio mineral Y = 2.6918 X, R? = 0.9706 (o),
Aceite de silicona Y = 0.0030 X, R* = 0.9878 (m) y Pluronic F-68 Y = 0.0932 X, R* =
0.9746 (A).

El TCE present6 un comportamiento similar al observado por el Tolueno, ya que presentd
saturacion en la fase gaseosa para las mismas fases (medio mineral y Pluronic F-68). La
saturacion en la fase gaseosa para el TCE se presentd cuando se inyectaron al
microcosmo volumenes mayores a 50 puL. equivalente a una concentracion inicial de 862
g/m’. Con respecto al aceite de silicona en esta fase no se observé saturacion en la fase

gaseosa.
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5.2. Experimentos de una fase (F)

Estos estudios fueron realizados con el fin de determinar las velocidades especificas de
produccion de CO, para Hexano y Tolueno. A partir de estos resultados, se obtuvieron los
porcentajes de mineralizacion con base en balances de carbono para Tolueno y Hexano.
Se realizaron experimentos individuales para Hexano y Tolueno asi como experimentos
en mezcla para ver si existia una biodegradacion cometabdlica de TCE con Hexano o
Tolueno. Ademas, se determinaron las curvas de caida de concentracion para cada

contaminante y se compararon con controles abioticos.

5.2.1. Caida de concentracion

En un sistema cerrado como lo es un biorreactor, los gases introducidos en el sistema se
mueven de la fase gaseosa a la liquida, de acuerdo a las leyes de la fisica. Este equilibrio
entre fases se le nombra particion. La particion que se forma entre las fases esta
relacionada a las propiedades fisicoquimicas del compuesto y de la fase liquida, asi como
por pardmetros como temperatura, presion, pH, agitacion, etc. Este equilibrio formado
entre las fases contribuye a la caida de concentracion que se genera en el sistema,
afectando directamente las tasas de consumo del hidrocarburo y la produccion de CO,

generada por la biodegradacion.

En estos experimentos se inyectaron volimenes iguales de 2.5, 5.0, 7.5y 10 uL de
Tolueno y Hexano en las botellas serologicas los cuales corresponden a concentraciones
de Hexano de 14, 28, 41, 55 g/m’ y de Tolueno de 19, 36, 54 y 72 g/m”. Por cuestiones de
formato en las Figuras se tomara por nomenclatura las unidades de volimenes en lugar de
las unidades de concentracion. En la Seccion 4.3.1.2 se detalla la metodologia utilizada

para llevar a cabo estos experimentos.
En la Figura 5.2.1 y 5.2.2 se muestran los perfiles de consumo de hidrocarburos

individuales para Hexano y Tolueno, respectivamente, para las diferentes

concentraciones probadas en los experimentos de una fase. Ademads, se muestran los
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controles abidticos (sin microorganismos) para cada contaminante a las diferentes

concentraciones.

Los controles mostraron una solubilizacion promedio de Hexano en el medio
mineral de aproximadamente 30% respecto a la concentracion inicial que se agregd al
inicio de cada experimento. Tomando en cuenta que la caida de concentracion de los
controles abioticos es debida inicamente a la absorcion y no a la biodegradacion, ya que
estos experimentos eran abidticos y no hubo produccion de CO,, se concluye que hubo
una degradacion del 85% a las 60 horas de experimentacion. Ademas, se puede observar
que no hubo un efecto de la concentracion inicial en el consumo de Hexano. Esto se
aprecia en la Tabla 5.2.1 que muestra las velocidades de consumo especificas para
Hexano y Tolueno obtenidas al aplicar el modelo de Gompertz (Acufa et al., 1999), en
donde no se observa un efecto negativo de la concentracion inicial en las velocidades
especificas. En esta Tabla encontramos que la velocidad de consumo especifica aumento
conforme increment6 la concentracion inicial y para el caso de Hexano fue mayor cuando

se inyectaron 10 uL.
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Figura 5.2.1. Caida de concentraciéon de Hexano (adimensional, Cg / Cpciar) en la fase
gaseosa de controles y cinéticas de 1 fase. Control (abiotico) C-2.5 uL (m), C-5 uL (@), C-7.5
uL (A)y C-10 uL (). Cinética de consumo de Hexano 2.5 uL (O), 5 uL (0), 7.5 (A) y 10
uL (5%).

45



—m—C-Tol2.5uL
—e—C-Tol5 uL
—4—C-Tol7.5uL
—*—C-Tol10 uL
--4A--Tol 2.5 uL
-0 Tol5 uL
--4A--Tol 7.5 uL
#--Tol 10 uL

/Cinicial

t
g

*o—6©
*———*

B ]

— R SRS

-0.1 —7rtr r r r rrr rrr r 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tiempo (horas)

Concentracion adimensional C

Figura 5.2.2. Caida de concentracion de Tolueno (adimensional, Cg / Ciniciar) €n la fase gaseosa
de controles y cinéticas de 1 fase. Control (abidtico) C-2.5 uL (m), C-5 uL (®), C-7.5uL (A)y C-
10 uL (*). Cinética de consumo de Tolueno 2.5 uL (O), 5 uL (0), 7.5 (A) y 10 uL (5%).

En el caso de Tolueno al igual que en los experimentos control con Hexano, al
inicio del experimento se muestra una solubilizacién del Tolueno sobre el medio mineral
2 veces mayor que la obtenida para Hexano (Fig. 5.2.1). El Tolueno tuvo una absorcion
de aprox. 70% en la fase acuosa o medio mineral. En este caso fue mayor que para el
Hexano porque el Tolueno tiene una solubilidad 50 veces mayor que la de Hexano en
agua (Tabla 5.1.2). Respecto a la caida de concentracion, al igual que con Hexano,
tampoco observamos un efecto inhibitorio de la concentracion inicial de Tolueno. El
Tolueno mostré una degradacion del 100% aproximadamente a las 120 horas, tomando
en cuenta que en los controles abidticos no hubo produccion de CO; (Esto se discutira

mas adelante).

5.2.2. Produccién de CO, y Velocidades especificas

El CO, se midio con el proposito de determinar sus tasas de produccion, asi como de
obtener los valores de respiracion endogena, que nos permitiran cerrar los balances de
masa y obtener los porcentajes de mineralizacion. Una vez obtenidas las Figuras

correspondientes a la produccion de CO, se aplicé el modelo de Gompertz que permitid
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obtener las velocidades maximas y especificas obtenidas en los experimentos de una fase
para Hexano y Tolueno. Es importante mencionar que durante cada cinética realizada, se
corrieron controles para medir la respiracion endogena de los microorganismos. Por lo
tanto, los valores de CO, graficados de aqui en adelante se les restd el valor
correspondiente a la respiracion endogena (control) obtenida en el experimento. Por lo
que la produccion de CO, de los controles de respiracion endogena tendrian un valor de

cero en las gréficas.

Los perfiles de produccion de CO, obtenidos para Hexano y Tolueno a diferentes

concentraciones en los experimentos F; se observan en las Figuras 5.2.3 y 5.2.4.
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Figura 5.2.3. Produccion de CO, en experimentos de 1 fase. Concentracion de
Hexano 2.5 uL (m), 5uL (®), 7.5 (A)y 10 ulL (%).
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Figura 5.2.4. Produccion de CO, en experimentos de 1 fase. Concentracion de
Tolueno 2.5 uL (O), SuL (O), 7.5 (A) y 10 uL (5¥).

Los valores maximos de produccion de CO; para los experimentos con Hexano
fueron alrededor de 80 g/m’, los cuales se produjeron en los cultivos con 54.92 g/m’ (10
ulL) de Hexano. Haciendo un balance de carbono se determind el porcentaje de

mineralizacion, el cual alcanz6 un valor de 50% (ver Tabla 5.2.2).

En las cinéticas realizadas con Tolueno, se obtuvo una produccion de CO, de
alrededor de 130 g/m’, siendo mas alta que la obtenida con el Hexano. Las pendientes
obtenidas al graficar la produccion de CO; en los experimentos con Tolueno fueron mas
pronunciadas que para Hexano, lo que significa que las velocidades de produccion de
CO; fueron mas altas. Por lo tanto, el Tolueno, ademas de ser mas biodisponible por las

bacterias, es mas biodegradable por el consorcio bacteriano utilizado.
La produccion de CO, obtenida para las diferentes concentraciones de Tolueno

estudiadas aumento conforme se incremento la concentracion del hidrocarburo. Esto se

debe a que al elevar la concentracion de los hidrocarburos en el sistema, se aumenta la
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cantidad de carbono disponible para las bacterias como fuente de carbono, por lo tanto se
incrementa la mineralizacion (produccion de CO,), aunque puede ocurrir inhibicién por
altas concentraciones de contaminante. Lo cual indica que las concentraciones a las
cuales se realizaron las cinéticas no mostraron un efecto inhibitorio en el consorcio

bacteriano utilizado.

Las velocidades especificas y maximas de consumo de hidrocarburo (Tolueno y

Hexano) y produccion de CO; obtenidas en los F; se resumen en la Tabla 5.2.1.

Tabla 5.2.1. Velocidades especificas y maximas de consumo de hidrocarburo asi como de

de produccion de CO, obtenidas en los experimentos de 1 fase.

Concentracion inicial

Hidrocarburo . Vesp Vesp® Vyax Viax:
[9/m7]

Hex 14 20 33 0.17 0.28
Hex — TCE 14-6 18 19 0.15 0.16
Hex 28 37 81 0.31 0.69
Hex — TCE 28 -6 36 74 0.30 0.62
Hex 41 94 112 0.79 0.95
Hex — TCE 41-6 68 96 0.57 0.81
Hex 55 95 128 0.81 1.08
Hex — TCE 55-6 106 118 0.90 1.00
Tol 19 32 17 0.27 0.14
Tol-TCE 19-6 55 21 0.47 0.18
Tol 36 79 32 0.67 0.27
Tol-TCE 36-6 58 34 0.49 0.29
Tol 54 165 42 1.40 0.35
Tol-TCE 54 -6 127 33 1.08 0.28
Tol 72 189 66 1.60 0.56
Tol - TCE 72 -6 216 83 1.83 0.70

Visp = Velocidad especifica (mg de hidrocarburo consumido/gramo de proteina * hora) (seccion 4.3.2.3).
Vmax = Velocidad maxima de produccién de CO, (g/m**h) (seccién 4.3.2.3).

Hex = Hexano, Tol = Tolueno, TCE = Tricloroetileno, A= Produccion de CO,, B = Consumo de hidrocarburo.
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De acuerdo a los valores de Vgsp™ reportados en la Tabla 5.2.1, se observa que el
Tolueno presentd valores mas altos que el Hexano. Las velocidades de consumo
obtenidas en los experimentos F;, muestran valores mas altos para Hexano que el
Tolueno, lo que significa una mayor biodegradacion. Observando la Figura 5.2.1 se
aprecia que el Hexano presentd una disminucion en la fase gaseosa de 75%
aproximadamente en las primeras 60 horas. Posteriormente, la caida de concentracién en
la fase gaseosa disminuye su velocidad hasta detenerse, en un tiempo de 120 horas hasta
85% aproximadamente, lo que significa que probablemente exista una acumulacion de
subproductos de biodegradacion, los cuales afectan las velocidades de degradacion. Esta
disminucion de la caida de concentracion se ve reflejado en la produccion de CO,
obtenida en los experimentos 1 fase para hexano, generando una menor cantidad y por
ende una menor pendiente, lo que se refleja en valores menores de Vyax y Vesp que para

Tolueno.

La velocidad especifica mas alta de consumo de hidrocarburo obtenida para el
hexano fue de 128 (Mg ge hidrocarburo consumido/g proteina * ), la cual se obtuvo cuando se
introdujo en el sistema la concentracion inicial 55 g/m’. Este valor de Vgsp es mayor que
el obtenido por Arriaga et al. (2005); Vergara et al. (2006), el cual fue similar en ambos
casos siendo de 79 (Mg de hidrocarburo consumido/g proteina * h). En el caso del Tolueno, este
presentd la velocidad especifica mas alta cuando se introdujo en el sistema la
concentracion inicial de 72 g/m’, siendo este valor mas alto que el obtenido por Aizpuru
et al. (2005), el cual fue de 33 (Mg de hidrocarburo consumido/g proteina = h). El hecho de que se
obtuvieran mejores velocidades especificas en los experimentos realizados que en los
encontrados en la busqueda bibliografica, se debe a que los valores de Vgsp encontrados
se realizaron en sistemas de flujo continuo (Reactor de lecho empacado), en cambio los
experimentos que se realizaron en este trabajo fueron en lote. Las limitaciones que
presentan ambos sistemas son diferentes, teniendo para el primer caso que es el reactor de
lecho empacado, problemas como canalizacion en el lecho, lo que disminuye el area de
contacto de los microorganismos con el contaminante a eliminar, ademds de generar
problemas de caida de presion en el sistema (Auria et al, 1993). Otro problema que se

presenta en estos sistemas de lecho empacado es una baja actividad microbiana debida a
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la disminucion del contenido de humedad (Sharefdeen y Singh, 2005). Estas y otras
limitaciones no se presentan en los sistemas bifasicos, lo cual puede ser la causa de que
en estos experimentos realizados se hallan presentado las velocidades especificas mas

altas que las reportadas.

5.2.3. Mineralizacion
Los porcentajes de mineralizacion obtenidos en los F; se resumen en la Tabla 5.2.2. En
general, el Tolueno mostr6 los porcentajes de mineralizacion mdas altos en los

experimentos de una fase.

Tabla 5.2.2. Porcentajes de mineralizacion obtenidos en los experimentos de 1 fase.

_ Concentracién inicial ~ Mineralizacion”
Hidrocarburo

[g/m?] (%)
Hex 14 27
Hex - TCE 14-6 23
Hex 28 42
Hex — TCE 28-6 39
Hex 41 51
Hex — TCE 41-6 59
Hex 55 50
Hex — TCE 55-6 60
Tol 19 55
Tol - TCE 19-6 43
Tol 36 56
Tol - TCE 36-6 53
Tol 54 55
Tol - TCE 54 -6 62
Tol 72 53
Tol - TCE 72-6 62

“ Célculo obtenido de la Seccion 4.3.2.1 Ec. 4.4. A los porcentajes de mineralizacion obtenidos se le resto
la concentracion de CO, obtenida debida a la respiracion endogena.

Hex = Hexano, Tol = Tolueno, TCE = Tricloroetileno.
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El maximo porcentaje de mineralizacién que present6 el Tolueno (36 g/m’) y el
Hexano (41 g/m’) fueron de 56 y 51 respectivamente. En los experimentos en donde se
realizaron mezclas de hidrocarburos se obtuvo para Tolueno-tricloroetileno (55 - 6 g/m’)
un valor de 62% y para Hexano-tricloroetileno (55 - 6 g/m’) de 60%. Los experimentos
realizados con mezclas de hidrocarburo mostraron un mayor porcentaje de mineralizacion
que los experimentos individuales (control) cuando se colocaron en las botellas
serologicas concentraciones mayores de 40 g/m’ y 50 g/m’ para Hexano y Tolueno,
respectivamente. Con base en lo anterior se sugiere que a concentraciones mayores a las
anteriormente mencionadas, existe biodegradacion cometabolica de TCE. Para poder
corroborar esta afirmacion se aplicaron analisis estadisticos, de los cuales se hablara mas

adelante.

Los maximos porcentajes de mineralizacion de hexano obtenidos en las cinéticas
realizadas son muy similares a los obtenidos por trabajos anteriores (Arriaga y Revah,
2005; Lee y Cho, 2008), siendo de 59 y 40% respectivamente. Garcia et al. en el 2001
obtuvieron porcentajes de mineralizacion para tolueno de 50%, el cual es un poco menor
al porcentaje de mineralizacion maximo obtenido para Tolueno que fue de 56%. Sin
embargo, existen estudios en los cuales se han obtenido porcentajes de mineralizacion
para tolueno alrededor de 88% (Aizpuru et al. 2005). Aizpuru et al. utilizaron en sus
experimentos el hongo Paecilomyces variotii CBS 115145 para degradar tolueno; en
cambio, en los experimentos realizados en el presente estudio se utilizd un consorcio
bacteriano. El uso de hongos en los procesos de biofiltracion permite obtener porcentajes
de mineralizacion mas altos debido a que producen micelas las cuales favorecen la
biodegradacion del Tolueno. Esto se debe a que las micelas fingicas producen
hidrofobinas las cuales ayudan a la sorcion del Tolueno con el hongo (Lugones et al,

1998).

Para el caso de Hexano, se obtuvo una mineralizaciéon mas baja que el Tolueno
debido a que probablemente parte del carbono se fue a sintesis de celular, o bien a la
formacion de EPS, asi como también pudo haber existido una degradacion parcial dando

origen a intermediarios (Arriaga et al., 2005). Sin embargo, hay compuestos como el
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TCE que aun siendo altamente disponibles, debido a su alta solubilidad, no presentan

tasas de degradacion considerables, ya que son altamente recalcitrantes o toxicos.

5.24 Cometabolismo de TCE
La finalidad de hacer estudios cinéticos de tricloroetileno-Hexano y tricloroetileno-
Tolueno es inducir un cometabolismo para biodegradar tricloroetileno (TCE) utilizando

Tolueno o Hexano como sustrato de crecimiento.

5.2.4.1 Hexano-tricloroetileno
En la Figura 5.2.5 se muestra la caida de concentracion de Hexano en experimentos de
cometabolismo con TCE, asi como los controles abidticos. En la Figura 5.2.6 se muestran

las concentraciones de CO, obtenidas de las cinéticas anteriormente mencionadas.
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Figura 5.2.5. Caida de concentracion de Hexano en la fase gaseosa para controles (TCE-
Hexano) y cinéticas de 1 fase. Control (abiotico) C-2.5 uL (m), C-5 uL (@), C-7.5 uL

(A)y C-10 uL (). Cinética de consumo de Hexano 2.5 uL (O0), 5 uL (0), 7.5 (A) y 10
uL (7%).
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Figura 5.2.6. Produccion de CO, en experimentos de 1 fase para el cometabolismo
de TCE con Hexano. Concentracion de Hexano 2.5 uL (), 5 uL (O), 7.5 (A) y 10
ul ().

El valor méaximo de produccién de CO, fue de 100 g/m’, este se obtuvo en la
cinética en la que se colocd la concentracion de Hexano de 55 g/m’® (10 uL). El
porcentaje de mineralizacion alcanzado fue de 60%, 10% mayor que la obtenida en la
cinética de Hexano solo a la concentracion de 55 g/m’. Los porcentajes de mineralizacion

obtenidos para TCE en los experimentos de 1 fase se muestran en la Tabla 5.2.3.
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Tabla 5.2.3. Valores de CO; obtenidos en los experimentos de Hexano y TCE-Hexano en

1 fase.
L CO; CO, % de

Hidrocarburo Concentra/u:n Inicial tedrico* experimental® mineralizacién®

i (mg) (mg) (TcE)
Hex 14 4.21 1.14
Hex — TCE 14-6 4.63 0.97 0
Hex 28 8.43 3.51
Hex — TCE 28—-6 8.85 3.25 0
Hex 41 12.60 6.44
Hex — TCE 41 -6 13.06 7.47 8
Hex 55 16.86 8.38
Hex — TCE 55-6 17.28 10.03 10

* El célculo de CO, tedrico se observa en el Anexo C.
“ Calculo obtenido de la Seccion 4.3.2.1 Ec. 4.4.
° CO, experimental = CO, medido (fase gaseosa) — CO, obtenido de la respiracion enddgena.

Hex = Hexano, TCE = Tricloroetileno.

En los experimentos de TCE con Hexano comparado con los experimentos del

consumo de Hexano, se observd un mayor porcentaje de mineralizacion cuando se
. . . 3 .

manejaron concentraciones arriba de 41 g/m’, por lo que se concluye que en los estudios
de 1 fase, la mineralizacion es afectada directamente por la concentracion del
hidrocarburo que se coloca en el sistema. Este fenomeno probablemente se deba a que los
microorganismos, al estar en contacto con altas concentraciones de hidrocarburo, liberan
una mayor cantidad de enzimas las cuales favorecen la biodegradacion fortuita del TCE

(Rittmann, 2001).

5.2.4.2 Tolueno - TCE

Este experimento se realizd con el objetivo de ver si existe una degradacion cometabdlica
del TCE con Tolueno. En la Figura 5.2.7 se observan los porcentajes de Tolueno medidos
en la fase gaseosa. La Figura 5.2.8 muestra las concentraciones de CO; obtenidas en estas

cinéticas.
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Figura 5.2.7. Caida de concentracion de Tolueno en la fase gaseosa para controles
(TCE-Tolueno) y cinéticas de 1 fase. Control (abiético) C-2.5 uL (m), C-5 uL (@), C-
7.5ulL (A)y C-10 uL (). Cinética de consumo de Tolueno 2.5 uL (O), 5 uL (0),
7.5 (A)y 10 uL (3%).

Tol 25 uL TCE 0.5 uL
Tol5 uLTCEO.5uL
Tol 7.5 uL TCE 0.5 uL
Tol 10 uL TCE0.5uL

% > O o

160

140
120_- = .
100- e
80 | |
601

40

-z 3
Concentracién de CO, (g/m”)

20+

0

L B e e I B m e p s e e e e M
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Tiempo (horas)

Figura 5.2.8. Produccion de CO, en experimentos de 1 fase del cometabolismo de
TCE con Tolueno. Concentracion de Tolueno 2.5 uL (), 5 uL (O), 7.5 (A) y 10
uL (¥%).
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La méxima produccién de CO, fue de 150 g/m’, la cual se obtuvo en la cinética
en la que se colocé la concentracion de Tolueno de 72 g/m’ (10 uL). El porcentaje de
mineralizacion alcanzado fue de 61%, 8% mayor que la obtenida en la cinética de

Tolueno solo a la misma concentracion.

A continuacion se muestra los porcentajes de mineralizacion de TCE y valores de

CO, obtenidos en los experimentos de una fase en la Tabla 5.2

Tabla 5.2.4. Valores de CO; obtenidos en los experimentos de Tolueno y TCE-Tolueno

en 1 fase.
e CO; CO; % de

Hidrocarburo Concentrzju;)n Inicial tedrico* experimental® mineralizacion®

i (mg) (mg) (TcE)
Tol 19 6.03 3.32
Tol-TCE 19-6 6.45 2.75 0
Tol 36 12.06 6.73
Tol-TCE 36-6 12.48 6.63 0
Tol 54 18.10 9.98
Tol-TCE 54-6 18.52 11.50 8
Tol 72 24.13 13.02
Tol-TCE 72 -6 24.55 15.11 9

* El calculo de CO, tedrico se observa en el Anexo C.

© Calculo obtenido de la Seccion 4.3.2.1 Ec. 4.4.

° CO, experimental = CO, medido (fase gaseosa) — CO, obtenido de la respiracion endogena.
Tol = Tolueno, TCE = Tricloroetileno.

Los experimentos de cometabolismo de TCE con Tolueno, mostraron un mayor
porcentaje de mineralizacion que los experimentos individuales para Tolueno cuando se
colocaron concentraciones mayores a 50 g/m’. Con base en lo anterior, se sugiere que en
experimentos de 1 fase, a concentraciones mayores a la antes mencionada, se favorece la

degradacion cometabolica de tricloroetileno teniendo como co-sustrato al Tolueno.

A continuacion se muestran los porcentajes de TCE medidos en la fase gas de los
experimentos de cometabolismo de TCE con Hexano (Figura 5.2.9) y Tolueno (Figura

5.2.10).
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Figura 5.2.9. Consumo de TCE por cometabolismo con Hexano en experimentos

de 1 fase. Cinética de Tricloroetileno con Hexano a: 2.5 uL (m), 5 uL (®), 7.5 uLL
(A)y 10 uL (). Control (abidtico), Tricloroetileno a 0.5 uL (O).
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Figura 5.2.10. Consumo de TCE por cometabolismo con Tolueno en
experimentos de 1 fase. Cinética de Tricloroetileno con Tolueno a: 2.5 uL (m), 5

uL (@), 7.5ul (A)y 10 uL (*). Control (abiotico), Tricloroetileno a 0.5 uL (O).
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Para poder determinar si existen diferencias estadisticas entre los controles de
TCE (abidtico) y los valores obtenidos de las cinéticas del cometabolismo de TCE con
Hexano y TCE con Tolueno se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) y pruebas
Tukey. El andlisis de varianza se realizd utilizando como variable de respuesta el
consumo de TCE, una vez que se determind que existia diferencia estadistica se aplico la

prueba de Tukey para identificar la diferencia entre pares de medias individuales.

Para el caso del Hexano, no se encontré diferencia significativa entre el
experimento control (Hexano 2.5 ulL) y el experimento de cometabolismo de TCE con
Hexano (2.5ul), con lo cual podemos decir que no existe cometabolismo de TCE con
Hexano. Para el Tolueno se realizo la prueba estadistica ANOVA (P =0.0012, F = 19.55,
1> = 0.9421) con lo cual se demostrd que existe diferencia estadistica significativa entre
las medias analizadas. Posteriormente, se realiz6 la prueba de Tukey, la cual demostro
que existen diferencias estadisticas entre el experimento control y las cinéticas de

experimentos en mezcla que utilizaron concentraciones de Tolueno arriba de 36 g/m’.

Con base en los resultados de las mediciones de TCE en la fase gaseosa y el
porcentaje de mineralizacion obtenido se puede afirmar que el Tolueno se utilizd6 como
co-sustrato de crecimiento para la degradacion del TCE. En cambio, para el caso del
Hexano, los porcentajes de mineralizacion no concuerdan con los resultados de las
mediciones en la fase gaseosa de las concentraciones de TCE, esto se debe a variaciones
de temperatura a las cuales fueron expuestos lo experimentos, provocando cambios en la
particion entre las fases gaseosa y liquida (Heron et al, 1998). ElI TCE fue el hidrocarburo
que presentd mas variacion ante los cambios de temperatura, como se puede observar en

las Figuras 5.2.9y 5.2.10.

5.2.5 Particion (control abiotico)
Los controles abidticos se realizaron con la finalidad de ver el reparto o solubilidad a las
diferentes concentraciones utilizadas de los hidrocarburos Tolueno, Hexano vy

Tricloroetileno en el medio mineral. Estos experimentos se realizaron en botellas
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serologicas de acuerdo a la metodologia descrita en la Seccion 4.3.1.2. A continuacion se

muestra la grafica obtenida.
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Figura 5.2.11. Caidas de concentracion de Hexano, Tolueno y Tricloroetileno en la
fase gaseosa para experimentos control (abidtico) en 1 fase. Control de Hexano a:

2.5ulL (m),5ulL (®),7.5ulL (A)y 10 uL (). Control de Tolueno a: 2.5 uL (O), 5
uL (0), 7.5 uL (A) y 10 uL (3%). Control de Tricloroetileno a 0.5 uL (P>).

De los hidrocarburos analizados en los controles, se encontré que el TCE fue el
que presentd una mayor solubilidad en el medio mineral, quedando en segundo lugar el
Tolueno y en ultimo Hexano. La solubilidad en el medio mineral que present6 el
Tricloroetileno fue de un 80%, para Tolueno fue de 65% y Hexano de 28% respecto a la

concentracion inicial de cada hidrocarburo.

En el tratamiento de emisiones gaseosas, la solubilidad que presentan los gases en
la fase liquida del sistema, juega un papel muy importante en la biodegradacion de estos,

debido a que la solubilidad es un factor que algunas veces limita la biodegradacion.
A continuacion se muestran la Tabla y Figuras obtenidas en los experimentos

controles para ver el efecto de la particion cuando se colocan en los sistemas compuestos

individualmente y en mezcla. En la Tabla 5.2.5 se muestran los porcentajes de Hexano y
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Tolueno, respectivamente, encontrados en la fase gaseosa de los sistemas. En las Figuras
5.2.14 y 5.2.15 se muestran los porcentajes de TCE encontrados en la fase gaseosa para

experimentos en mezcla e individual.

Tabla 5.2.5. Porcentajes de Hexano y Tolueno medidos en la fase gaseosa obtenidos en

los experimentos de 1 fase.

] Concentracion %
Hidrocarburo

Inicial [g/m?] .
Hexano 14 77
Hexano 14 -6 76
Hexano 28 69
Hexano 28-6 74
Hexano 41 72
Hexano 41 -6 59
Hexano 55 72
Hexano 55-6 57
Tolueno 19 31
Tolueno 19-6 39
Tolueno 36 39
Tolueno 36-6 25
Tolueno 54 31
Tolueno 54 -6 23
Tolueno 72 36
Tolueno 72-6 27

= Porcentaje de la concentracion inicial medido en la fase gaseosa al termino de 72 horas.

De la Tabla 5.2.5, asi como de las Figuras 5.2.12 y 5.2.13 podemos observar que
la solubilidad de Hexano, Tolueno y TCE aumenta en un sistema que utiliza una mezcla
de estos hidrocarburos en comparacion con el sistema que tiene a los hidrocarburos de
manera individual. Este fenémeno se debe a que al colocar a mas de un gas
(hidrocarburo) dentro del sistema, la presion total de éste aumenta, afectando el equilibrio
de particion del hidrocarburo que se genera de la fase gaseosa a la fase acuosa. Si esta
presion aumenta por lo tanto aumenta la solubilidad del hidrocarburo de acuerdo a la ley

de Raoult (Valsaraj et al., 2000).
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Figura 5.2.12. Caida de concentracion de TCE en la fase gaseosa para experimentos en
mezcla con Hexano en una 1 fase. Control (abidtico) de TCE 0.5 uL con Hexano a: 2.5 uL

(m),5ul (®),7.5ulL (A)y 10 uL (%). Control (abiético), TCE a 0.5 uL (O).

—=—TCEO5uL Tol 25uL

1.0+ —e—TCEO5ULToI5 ul

—A—TCEO5ULTol 7.5l

0.9 —*—TCE05ULTol 10 uL

-0 TCEOS5UL

0.8+
0.7+
0.6
0.5

., . . t
Concentracién adimensional Cg/CiniCial

oo+ 77—
0O 10 20 30 40 50 60 70 80

Tiempo (horas)

Figura 5.2.13. Caida de concentracion de TCE en la fase gaseosa para experimentos en
mezcla con Tolueno en una 1 fase. Control (abidtico) de TCE 0.5 uLL con Tolueno a: 2.5

ulL (m), 5ul (®),7.5uL (A)y 10 uL (). Control (abidtico), TCE a 0.5 uL (O0).
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5.3 Efecto de la adicion de surfactante Pluronic F-68 en el consumo de

hidrocarburos

Para poder obtener altas velocidades de consumo de contaminantes es necesario que el
contaminante este biodisponible para los microorganismos. La velocidad de degradacion
depende de la tasa de captacion del contaminante, asi como de su transferencia de masa.
La biodisponibilidad es afectada por procesos como: desorcion, difusion y disolucion
(Sharefdeen y Singh, 2005). El uso de surfactantes quimicos o biosurfactantes durante los
procesos de biodegradacion, ayudan a resolver problemas de biodisponibilidad (van
Hamme et al, 2003). Los surfactantes tienen la habilidad de emulsificar,
pseudosolubilizar compuestos poco solubles en agua, aumentando potencialmente su

biodisponibilidad hacia los microorganismos.

El surfactante Pluronic F-68 es un copolimero de 6xidos de etileno y propileno, el
cual es soluble en agua, no toxico para el consorcio utilizado a concentracion de 0.10%
[w/v] (Tabla 5.1.1) y no biodegradable (Cox, 1978; Kawai, 1987). Para el caso de
hidrocarburos de cadena larga (pocos solubles) e hidrocarburos aromaticos policiclicos,
los surfactantes como Pluronic F-68 forman micelas, las cuales incrementan los valores
de degradacion y los valores de crecimiento bacteriano (Bury y Miller, 1993; Tiehm,
1994). En trabajos realizados con surfactantes para gases como metano, oxigeno, eteno,
propano se encontré que la formacion de micelas aumenta la solubilidad (Bolden et al,

1983).

Los experimentos de una fase con surfactante se realizaron con el proposito de ver
el efecto de adicion del agente tensoactivo Pluronic F-68 en la biodegradacion de los
hidrocarburos. Dos de los hidrocarburos a degradar (Hexano, Tolueno) presentan ligera
solubilidad en agua, por tal motivo el uso de un agente tensoactivo disminuira la tension
superficial de la fase acuosa (medio mineral) lo que permitird un mayor transporte de los
contaminantes de la fase gaseosa a la liquida, incrementando la biodisponibilidad de los

hidrocarburos hacia los microorganismos. De esta manera, se espera que se aumenten las
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velocidades de consumo. Estos experimentos se realizaron de acuerdo a la metodologia

descrita en la Seccion 4.3.1.3.

5.3.1. Caida de concentracion

Los perfiles de consumo de Hexano para las diferentes concentraciones colocadas en los
experimentos se muestran en la Figura 5.3.1, asi como los controles abidticos obtenidos
en los experimentos de 1 fase con Pluronic F-68 (F;s). Los controles abidticos mostraron
una solubilizaciéon de Hexano en el medio acuoso (Medio mineral — Pluronic F-68 a
0.10% [w/v]) respecto a la concentracion inicial del experimento. Se puede observar en la
Fig. 53.1 que a las 110 horas el Hexano habia sido consumido en un 85%

aproximadamente para todas las concentraciones probadas.
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Figura 5.3.1. Caida de concentracion de Hexano (adimensional, Cg / Cciar) en la
fase gaseosa para control (abidtico) y cinéticas de 1 fase con Pluronic F-68. Control

(abiodtico) C-2.5 uL (m), C-5 uL (®), C-7.5 uL (A) y C-10 uL (). Cinética de
consumo de Hexano 2.5 uL (O), 5 uL (0), 7.5 (A) y 10 uL (%%).
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Figura 5.3.2. Caida de concentracion de Tolueno (adimensional, Cg / Cincrar) en
la fase gaseosa para control (abidtico) y cinéticas de 1 fase con Pluronic F-68.
Control (abidtico) C-2.5 uL (m), C-5 uL (®), C-7.5 uL (A) y C-10 uL (%).
Cinética de consumo de Tolueno 2.5 uL (O), 5 uL (0), 7.5 (A) y 10 uL (5%).
La Figura 5.3.2 muestra los perfiles de consumo de Tolueno obtenidos en los
experimentos Fs. La solubilizacion del Tolueno sobre el medio acuoso (Medio mineral —
Pluronic F-68 a 0.10% [w/m]) fue de 70% respecto a la concentracion inicial de Tolueno.

Este valor es 2 veces mayor que el obtenido para Hexano, lo que indica que el Tolueno

fue mas afin a la fase acuosa que el Hexano.

Después de 115 horas de incubacion, el Tolueno present6 una sorcion del 70% en
la fase liquida; sin embargo, si tomamos en cuenta los experimentos abioticos, se
concluye que el Tolueno se degrad6 al 100% en este periodo. Para poder afirmar lo
anterior, se midio la produccion de CO, del sistema. Estos resultados se muestran en la

siguiente Seccion 5.3.2.
5.3.2. Produccién de CO, y Velocidades especificas

La produccion de CO; es una medida que nos permite medir el grado de biodegradacion

de los hidrocarburos en el sistema. Los valores obtenidos de produccion de CO, para

65



Hexano y Tolueno a las diferentes concentraciones iniciales manejadas se muestran en las

Figuras 5.3.3y 5.3.4.
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Figura 5.3.3. Produccion de CO, en experimentos de 1 fase con Pluronic F-68.
Concentracion de Hexano 2.5 uL (m), 5 uL (®), 7.5 (A)y 10 uL ().
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Figura 5.3.4. Produccion de CO, en experimentos de 1 fase con Pluronic F-68.
Concentracion de Tolueno 2.5 uL (), 5 uL (O), 7.5 (A) y 10 uL (5%).
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La cinética en la que se introdujeron concentraciones de Hexano de 41 g/m’ (7.5
uL), produjo valores maximos de produccion de CO, cercanos a 56 g/m’. Un balance de
carbono determind que el porcentaje de mineralizacion alcanzé un valor de 45% (ver

Tabla 5.3.2).

Ninguna de las concentraciones de Tolueno utilizadas en los experimentos fueron
capaces de producir un efecto inhibitorio en el consorcio bacteriano y esto se explica al
ver que la produccion de CO, obtenida para éstas aumentd paralelamente al consumo de

Tolueno.

En las cinéticas realizadas con Tolueno se obtuvieron valores de produccion de
CO, de alrededor de 140 g/m’, siendo mas altos que los producidos para Hexano. Lo
anterior puede ser debido a que el Hexano es un compuesto que tiene 6 carbonos y el
Tolueno 7. Ademas, si tomamos en cuenta los resultados obtenidos en los controles
abidticos, el Tolueno se sorbid en la fase medio mineral — Pluronic F-68 en un 70%
respecto a la concentracion inicial y el Hexano s6lo un 32%, lo que indica que el Tolueno
estuvo mas biodisponible para el ataque microbiano que el Hexano. Por lo tanto, fue mas
facilmente biodegradado por las bacterias. Esto se observa claramente en los valores de
CO; producidos. Este resultado es consistente con datos reportados en la literatura, en
donde se han obtenido eficiencias de remocion de Tolueno y porcentajes de
mineralizacion mayores que para Hexano (Aizpur et al, 2005; Arriaga y Revah, 2005;

Lee y Cho, 2008).

Las velocidades especificas y maximas de produccion de CO, obtenidas en los Fs
se resumen en la Tabla 5.3.1. En donde se observa que el Tolueno presentd las

velocidades mas altas.
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Tabla 5.3.1. Velocidades especificas y maximas de produccion de CO; obtenidas en los

experimentos de 1 fase con Pluronic F-68.

Concentracion inicial

Hidrocarburo 3 Vesp Vimax
(g/m7]
Hex 14 25 0.21
Hex — TCE 14-6 15 0.13
Hex 28 28 0.24
Hex — TCE 28—-6 61 0.51
Hex 41 106 0.90
Hex — TCE 41 -6 88 0.75
Hex 55 36 0.30
Hex — TCE 55-6 120 1.02
Tol 19 53 0.45
Tol - TCE 19-6 34 0.29
Tol 36 118 1.00
Tol-TCE 36-6 155 1.31
Tol 54 133 1.13
Tol-TCE 54 -6 214 1.81
Tol 72 231 1.95
Tol-TCE 72-6 155 131

Visp = Velocidad especifica (mg de hidrocarburo consumido/gramo de proteina * hora) (Seccion 4.3.2.3).
Vuax = Velocidad méaxima de produccion de CO, (g/m**h) (Seccion 4.3.2.3).

Hex = Hexano Tol = Tolueno TCE = Tricloroetileno.

De acuerdo a los valores de Vgsp reportados en la Tabla 5.3.1, observamos que el
Tolueno presentd valores mas altos que el Hexano, asi como las velocidades de
produccion de CO, mas altas. La velocidad de consumo de un compuesto, depende de la
biodisponibilidad del mismo hacia los microorganismos, de su recalcitrancia o toxicidad
y de la produccion de enzimas por parte de los microorganismos para romper la
estructura del compuesto (Devinny et al., 1999). Las velocidades de consumo obtenidas
en los experimentos F;s, comprueban que el Tolueno tiene un indice de biodegradabilidad
mayor que el Hexano y TCE, esto concuerda con los datos reportados por Devinny et al.

(1999).
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Las velocidades especificas para hexano obtenidas en los experimentos Fis, en su
mayoria, son mas altas que las obtenidas en los experimentos Fi, lo cual se asume que se
debio a que el agente tensoactivo Pluronic F-68 aumento la solubilidad del Hexano en la
fase acuosa, lo que permitié6 una mayor biodisponibilidad y, por lo tanto, una mayor
biodegradacion. Estudios realizados por Kastner et al. en 1999 obtuvieron esta misma
tendencia al realizar experimentos en los cuales vieron el mismo efecto al agregar el
agente tensoactivo Pluronic F-68 en las tasas de degradacion de Hexano en experimentos

en lote.

5.3.3. Mineralizacion
Los porcentajes de mineralizacion obtenidos en los experimentos F;s se resumen en la
Tabla 5.3.2. En donde se observdo que el Tolueno presentd los porcentajes de

mineralizaciéon mas altos, obteniéndose un valor maximo de hasta 76%.

Los porcentajes de mineralizacion obtenidos muestran que el Tolueno fue el
hidrocarburo que present6 los valores mas altos. El maximo porcentaje de mineralizacion
que presentd el Tolueno a concentracién de 72 g/m’ fue de 60% y para Hexano fue de
45% a una concentracion de 41 g/m’. En los experimentos en donde se realizaron
mezclas de hidrocarburos es bastante claro que los porcentajes de mineralizacion fueron
en general mayores que en los experimentos con hidrocarburos individuales. Para la
mezcla de Tolueno-TCE (55 - 6 g/m’) se obtuvo un valor de 76% y para Hexano-TCE
(41 - 6 g/m’) de 47%.

Los porcentajes de mineralizacion obtenidos para Hexano, no mostraron la
tendencia que se presentd en los experimentos de una fase. El porcentaje de
mineralizacion de hexano que se presentod cuando se utilizé una concentracion inicial de
55 g/m’ fue menor al obtenido con la concentracion de 41 g/m’. Esto probablemente se
deba a que el Hexano presentd una oxidacion parcial debida al aumento de su
concentracion en la fase liquida lo que produce una menor captacion de oxigeno a la fase
acuosa (Sharefdeen y Singh, 2005). En ausencia de oxigeno, los microorganismos pueden

derivar algo de energia de la oxidacion parcial de los contaminantes para producir
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intermediarios los cuales se pueden acumular en la fase liquida (Devinny y Hodge 1995;

Kirchner et al. 1996; Christen et al. 2002).

Tabla 5.3.2. Porcentajes de mineralizacion obtenidos en los experimentos de 1 fase con

Pluronic F-68.

] Concentracion inicial Mineralizacion®
Hidrocarburo

[9/m”] (%)
Hex 14 36
Hex — TCE 14-6 27
Hex 28 34
Hex - TCE 28-6 31
Hex 41 45
Hex — TCE 41-6 47
Hex 55 15
Hex — TCE 55-6 42
Tol 19 39
Tol-TCE 19-6 44
Tol 36 54
Tol-TCE 36-6 54
Tol 54 47
Tol-TCE 54 -6 76
Tol 72 60
Tol - TCE 72-6 37

“ Célculo obtenido de la Seccion 4.3.2.1 Ec. 4.4. A los porcentajes de mineralizacion obtenidos se le resto
la concentracion de CO, obtenida debida a la respiracion endogena.

Hex = Hexano Tol = Tolueno TCE = Tricloroetileno.

De forma general, el Hexano obtuvo una degradacion mas baja que el Tolueno,
debido a la baja solubilidad de éste en la fase acuosa (medio mineral) lo que implica una
baja biodisponibilidad del mismo hacia los microorganismos. Sin embargo, hay
compuestos como el TCE que aun siendo altamente disponibles, debido a su alta
solubilidad, no presentan tasas de degradaciéon considerables, ya que son altamente

recalcitrantes o tOXicos.
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Comparando los porcentajes de mineralizacion obtenidos de los experimentos F
(medio mineral) y F;s (medio mineral — Pluronic F-68 0.10% [w/v]), se observa que los
F; mostraron mayores porcentajes que los Fis, por lo tanto la adiccion del agente
tensoactivo Pluronic F-68 no mejor6d la transferencia del sustrato (hidrocarburo) de la
fase gaseosa a la fase liquida, esto probablemente se deba a que se estuvo trabajando por
debajo de la concentracion micelar critica (CMC). La CMC se define como la
concentracion minima de agente tensoactivo a la cual se empiezan a formar micelas. La
concentracion de Pluronic F-68 a la cual se estuvo trabajando fue de 0.10% (w/v) y fue
elegida con base en pruebas de toxicidad e inhibicién que fueron realizadas (ver Seccion
5.1.1). Resultados similares fueron obtenidos por Kastner et al. (1999) en donde se usé
Pluronic F-68 para aumentar las tasas de consumo de Hexano, en ese estudio se confirmé
que Pluronic F-68 no tuvo efecto significativo en la degradacion de Hexano en un sistema

continuo.

5.3.4 Cometabolismo de TCE

5.3.4.1 Hexano-TCE
A continuacion se muestra en la Figura 5.3.5 la caida de concentracion de Hexano con
TCE, asi como los controles abioticos. En la Figura 5.3.6 se muestran las concentraciones

de CO, obtenidas de las cinéticas anteriormente mencionadas.
El valor maximo de produccion de CO, fue de 72 g/m’, este se obtuvo en la

cinética en la que se empleé la concentracion de Hexano de 55 g/m’ (10 uL). El

porcentaje de mineralizacion alcanzado fue de 42%.
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Figura 5.3.5. Caida de concentracién de Hexano en la fase gaseosa para controles (TCE-
Hexano) y cinéticas de 1 fase con Pluronic F-68. Controles (abio6ticos) C-2.5 uL (m), C-5
uL (@), C-7.5uL (A)y C-10 uL (). Cinética de consumo de Hexano 2.5 uL (O), 5 uL
(0), 7.5 (A) y 10 uL (3%).
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Figura 5.3.6. Produccion de CO, en experimentos de 1 fase con Pluronic F-68 utilizando la
mezcla de Hexano y TCE. Produccion de CO, para Hexano 2.5 uL (), SuL (O), 7.5 (A) y
10 uL (¥).
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En los experimentos con Hexano-TCE se observd que el porcentaje de
mineralizacion fue ligeramente mayor (47%) en comparacion con el obtenido con
Hexano Unicamente (45%), al manejarse concentraciones de 41 g/m’. En los
experimentos antes descritos se manejaron las mismas condiciones de operacidn, sin
embargo la tnica diferencia de un experimento a otro fue la adicion de TCE. El TCE no
se pudo degradar, debido a que existen factores como la estructura quimica que limitan el
proceso de biodegradacion. Asi vemos que el proceso de mineralizacion se ve afectado
por la toxicidad y recalcitrancia de los compuestos, estas caracteristicas son generadas

por la estructura quimica (Sharefdeen y Singh, 2005).

Para poder obtener los porcentajes de mineralizacion de TCE se realizaron
balances de masa (detalles del calculo ver anexo C), en los cuales se tomaron en cuenta
los valores de produccion de CO; experimental y produccion de CO; tedrica. En la Tabla

5.3.3 se muestran los valores obtenidos.

Tabla 5.3.3. Valores de CO, obtenidos en los experimentos de Hexano y TCE-Hexano en

experimentos de 1 fase con Pluronic F-68.

L CO; CO; % de

Hidrocarburo Concentra/u:n Inicial tedrico* experimental® mineralizacién®

i (mg) (mg) (TcE)
Hex 14 4.21 1.53
Hex — TCE 14-6 4.63 1.26 0
Hex 28 8.43 2.90
Hex — TCE 28-6 8.85 2.70 0
Hex 41 12.60 5.66
Hex — TCE 41 -6 13.06 6.16 4
Hex 55 16.86 2.53
Hex — TCE 55-6 17.28 7.27 28

* El célculo de CO, tedrico se observa en el Anexo C.
© Calculo obtenido de la Seccion 4.3.2.1 Ec. 4.4.

° CO, experimental = CO, medido (fase gaseosa) — CO, obtenido de la respiracion enddgena.

Hex = Hexano, TCE = Tricloroetileno.
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El mayor porcentaje de mineralizacion de TCE se present6 cuando se utilizé una
concentracion de Hexano de 55 g/m’ la cual fue 28%. A concentraciones menores de 28

g/m’ de Hexano el TCE no fue biodegradado pues la mineralizacién fue nula.

5.3.4.2 Tolueno-TCE

Este estudio se hizo con la finalidad de observar si existe una degradacion cometabolica
del TCE con Tolueno. En la Figura 5.3.7 se observan los porcentajes de Tolueno medidos
en la fase gaseosa cuando se realizaron experimentos en mezcla con TCE, asi como los
experimentos control. En la Figura 5.3.8 se observan las concentraciones de CO;

obtenidas de las cinéticas.

Como se puede observar en la Fig. 5.3.7, durante las primeras 60 horas de
transcurrido el experimento, se observd una fase de latencia. Sin embargo, durante las
siguientes 50 horas, el Tolueno se degradd rapidamente hasta consumirse completamente

alas 110 horas.
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Figura 5.3.7. Caida de concentracion de Tolueno en la fase gaseosa para controles
(TCE-Tolueno) y cinéticas de 1 fase con Pluronic F-68. Controles (abidticos) C-2.5

ulL (m), C-5uL (®), C-7.5uL (A) y C-10 uL (%). Cinética de consumo de Tolueno
2.5uL (O), 5uL (0), 7.5 (A) y 10 uL (3¥).
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Figura 5.3.8. Produccion de CO, en experimentos de 1 fase con Pluronic F-68

utilizando la mezcla de Tolueno y TCE. Produccion de CO, para Tolueno 2.5 uL (O), 5
ulL (O), 7.5 (A)y 10 uL (5%).

La méxima produccion de CO, fue de 140 g/m3 , la cual obtuvo en la cinética en la
que se coloco la concentracion de Tolueno de 54 g/m’ (8 uL). El porcentaje de
mineralizacion alcanzado fue de 76%. El porcentaje de mineralizacion de TCE obtenido
en los experimentos de 1 fase con agente tensoactivo Pluronic F-68 se muestra a

continuacion (Tabla 5.3.4).
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Tabla 5.3.4. Valores de CO; obtenidos en los experimentos de Tolueno y TCE-Tolueno

en 1 fase con Pluronic F-68.

o CO; CO, % de

Hidrocarburo Concentrzju;)n Inicial tedrico* experimental® mineralizacion®

i (mg) (mg) (TcE)
Tol 19 6.03 2.37
Tol-TCE 19-6 6.45 2.81 7
Tol 36 12.06 6.47
Tol-TCE 36-6 12.48 6.72 2
Tol 54 18.10 8.50
Tol-TCE 54-6 18.52 14.15 31
Tol 72 2413 14.39
Tol-TCE 72 -6 24.55 9.18 0

* El célculo de CO, tedrico se observa en el Anexo C.
“ Calculo obtenido de la Seccion 4.3.2.1 Ec. 4.4.
° CO, experimental = CO, medido (fase gaseosa) — CO, obtenido de la respiracion enddgena.

Tol = Tolueno, TCE = Tricloroetileno.

En los experimentos Fs (medio mineral — Pluronic F-68 0.10% [w/v]) el mayor
porcentaje de mineralizacion de TCE fue de 31%, el cual se present6 cuando se colocd en
el sistema la concentracion de Tolueno de 54 g/m’. Los porcentajes de mineralizacion del
Tolueno (72 g/m®) y TCE (6 g/m’) fueron 37% y 0%, respectivamente. El porcentaje de
mineralizacién de Tolueno antes mencionado fue muy bajo. Esto se puede deber a una
inhibicion de los microorganismos, originada por las concentraciones de Tolueno y TCE

encontradas en la fase acuosa.

5.3.5 Particion (control abiotico)
Los experimentos control se realizaron con la finalidad de ver el reparto de los
hidrocarburos Tolueno, Hexano y TCE en la fase acuosa (medio mineral — Pluronic F-68

a 0.10% [w/v]). A continuacidon se muestran los resultados obtenidos (Figura 5.3.9).
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Figura 5.3.9. Caida de concentracion de Hexano, Tolueno y TCE obtenidos en la
fase gaseosa, en los controles abidticos de 1 fase con Pluronic F-68. Control de

Hexano a: 2.5 uL (m), 5 uL (®), 7.5 uL (A) y 10 uL (). Control de Tolueno a:
2.5ul (O), 5uL (0), 7.5 uL (A) y 10 uL (5%). Control de TCE a 0.5 uL (P).

De los hidrocarburos analizados en los experimentos control, se encontrd que el
TCE fue el que presentd una mayor solubilidad en el medio acuoso (medio mineral,
Pluronic F-68), quedando en segundo lugar el Tolueno y en ultimo Hexano. La
solubilidad en el medio acuoso que presentaron los hidrocarburos fue de 85%, 69% y
33% para TCE, Tolueno y Hexano, respectivamente. El porcentaje se calculd dividiendo
la concentracion (g/m®) del solvente en el equilibrio (72 horas), medida en la fase gaseosa

entre la concentracion inicial (g/m’) colocada en el sistema.

Los surfactantes son utilizados para aumentar la solubilidad; sin embargo, ésta, no
solo es un factor limitante en las velocidades de biodegradacion, si no que también, se ve
afectada por otros factores como, la toxicidad del contaminante hacia los

microorganismos (Kastner et al., 1999).

A continuacion se muestran las Figuras obtenidas en los experimentos control

para ver el efecto de la particion cuando se colocan en los sistemas compuestos
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individualmente y en mezcla. En la Tabla 5.3.5 se muestran los porcentajes de Hexano y
Tolueno respectivamente encontrados en la fase gaseosa de los sistemas. En las Figura
5.3.12 y 5.3.13 se muestran los porcentajes de TCE encontrados en la fase gaseosa para

experimentos en mezcla e individual.

Tabla 5.3.5. Porcentajes de Hexano y Tolueno medidos en la fase gaseosa obtenidos en

los experimentos de 1 fase con surfactante.

) Concentracion
Hidrocarburo

Inicial [g/m?]
Hexano 14 67
Hexano 14 -6 69
Hexano 28 69
Hexano 28-6 61
Hexano 41 67
Hexano 41 -6 69
Hexano 55 67
Hexano 55-6 60
Tolueno 19 29
Tolueno 19-6 15
Tolueno 36 26
Tolueno 36-6 33
Tolueno 54 36
Tolueno 54 -6 28
Tolueno 72 32
Tolueno 72-6 28

= Porcentaje de la concentracion inicial medido en la fase gaseosa al termino de 72 horas.

En la Tabla 5.3.5 podemos observar que la solubilidad de Hexano y Tolueno
aumenta en un sistema que utiliza una mezcla de estos hidrocarburos en comparacién con
el sistema que tiene a los hidrocarburos de manera individual. Este fenomeno se puede
deber a interacciones que se generan entre los hidrocarburos y el agente tensoactivo
Pluronic F-68, desgraciadamente los valores obtenidos no ayudan a entender el por qué

del comportamiento presentado.
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Figura 5.3.10. Caida de concentracion de TCE en la fase gaseosa, para controles en
mezcla (TCE-Hexano) y control individual de TCE en experimentos de 1 fase con
Pluronic F-68. Controles de TCE 0.5 uL con Hexano a: 2.5 uL (m), 5 uL (®), 7.5 uL (A)
y 10 uL (%). Control, TCE a 0.5 uL (O0).
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Figura 5.3.11. Caida de concentracion de TCE en la fase gaseosa, para controles en
mezcla (TCE-Tolueno) y control individual de TCE en experimentos de 1 fase con
Pluronic F-68. Controles de TCE 0.5 uL con Tolueno a: 2.5 uL (m), 5 uL (®), 7.5 uL.
(A)y 10uL (). Control, TCE a 0.5 uL (O).
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54 Efecto de adiciéon de aceite de silicona en la velocidad de consumo de

hidrocarburos

El uso de biofiltros en el tratamiento de aire, es una alternativa eficiente y barata para
eliminar contaminantes como compuestos organicos volatiles (COVs). Al igual que otras
tecnologias, el tratamiento biologico presenta limitaciones durante su aplicacion, una de
estas restricciones es tratar flujos de aire por debajo de concentraciones de 5 mg/L
(Daugulis, 2001), debido a que los contaminantes a tratar pueden ser tdxicos o
inhibitorios para el consorcio bacteriano. Una forma de disminuir esta limitante es
mediante el uso de una segunda fase en la cual generalmente se utilizan solvente

orgéanicos como el aceite de silicona.

El uso de fases oleosas en los biorreactores aumenta la biodisponibilidad de los
contaminantes, debido a que solventes organicos, como el aceite de silicona, presenta
afinidad con COVs hidrofobicos, la transferencia de masa se incrementa de la fase gas a
la liquida del sistema. Otra ventaja que ofrece el trabajar con aceite de silicona es el
aumento de la transferencia de oxigeno (Leung et al., 1997), la cual en muchos procesos

aerobios es limitante (Mufoz, et al. 2007).

El utilizar aceite de silicona como segunda fase en esta parte experimental lleva
como objetivo mejorar las velocidades de consumo de compuestos como Hexano y
Tolueno, los cuales debido a su baja solubilidad en agua presentan velocidades de

consumo muy bajas.

En estos estudios se determinaron las curvas de caida de concentracion para los
contaminantes Hexano y Tolueno y se compar6 con sus respectivos controles abiodticos.
Ademas, se obtuvieron las velocidades especificas de produccion de CO; y a partir de
estos resultados, se obtuvieron los porcentajes de mineralizacion con base en balances de
carbono. Se realizaron experimentos individuales para Hexano y Tolueno, asi como
experimentos en mezcla para ver si existia una biodegradacion cometabodlica de TCE con

Hexano o Tolueno.
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5.4.1. Caida de concentracion

En los sistemas bifésicos la afinidad originada de la fase oleosa con los contaminantes
afecta directamente las tasas de consumo de estos. A continuaciéon se muestran los
experimentos realizados para Hexano y Tolueno a diferentes concentraciones asi como

sus controles abioticos.

En la Figura 5.4.1 se muestran los perfiles de consumo de Hexano para las
diferentes concentraciones probadas. Los experimentos control mostraron una
solubilizacion promedio de Hexano en el aceite de silicona de aprox. 76% respecto a la
concentracion inicial que se agreg6 al inicio de cada experimento. Comparando la caida
de concentracion de los experimentos en presencia de microorganismos con los controles
se concluye que hubo una degradacion, asi como solubilizacion del 100% a las 190 horas
de experimentacion de la concentracion de Hexano presente en la fase gaseosa. Ademas,
se puede observar que no hubo un efecto de la concentracion inicial (inhibicién) en el
consumo de Hexano debido al efecto de amortiguamiento que genera la fase oleosa en el

sistema, el cual otros autores han reportado (Déziel et al., 1999).
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Figura 5.4.1. Caida de concentracién de Hexano (adimensional, Cg / Cpciar) en la fase
gaseosa para control (abidtico) y cinéticas de 2 fases con aceite de silicona. Control

(abiodtico) C-2.5 uL (m), C-5 uL (@), C-7.5 uL (A) y C-10 uL (%). Cinética de consumo
de Hexano 2.5 uL (O), 5 uL (0), 7.5 (A) y 10 uL (3%).
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Figura 5.4.2. Caida de concentracion de Tolueno (adimensional, Cg / Cnicrar) en la
fase gaseosa para control (abidtico) y cinéticas de 2 fases con aceite de silicona.

Control (abidtico) C-2.5 uL (m), C-5 uL (®), C-7.5 uL (A) y C-10 uL (). Cinética

de consumo de Tolueno 2.5 uL (O), 5 uL (0), 7.5 (A) y 10 uL (3%).

En el caso de Tolueno hubo una sorcion de aprox. 89% en la fase acuosa (medio
mineral-aceite de silicona), en este caso fue mayor que para el Hexano, debido
basicamente a la estructura quimica de los compuestos y a las interacciones que presentan

con la fase oleosa. Respecto a la caida de concentracion al igual que con Hexano tampoco

observamos un efecto inhibitorio de la concentracion inicial de Tolueno.

5.4.2. Produccién de CO, y Velocidades especificas

La produccion de CO; en los procesos aerobios de degradacion biologica es una
medida que nos permite cuantificar y ver el desarrollo de la degradacién o mineralizacion
de los contaminantes. La rapidez a la cual se efectua el proceso de degradacion puede ser

medida con base en las velocidades especificas, las cuales se obtienen de los modelos que

ajustan los valores obtenidos.
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Los perfiles de produccion de CO, obtenidos para Hexano, a diferentes
concentraciones en los experimentos de dos fases con aceite de silicona F,, se observan
en la Figura 5.4.3. Comparando la méxima cantidad de CO, producido en los
experimentos F; (medio mineral) observamos que en los experimentos F;s (medio
mineral-aceite de silicona) se generan valores mas altos de CO,. Cabe mencionar que en
este tipo de experimentos, cuando se trabaja a las mismas concentraciones de
hidrocarburos, una mayor produccion CO, significa un mayor porcentaje de
mineralizacion, del cual se hablard més adelante. Este aumento en los porcentajes de
mineralizacion en los experimentos de dos fases con aceite de silicona se puede deber
probablemente a un aumento en la captacion de oxigeno hacia la fase acuosa.
Experimentos realizados por Leung et al. (1997) demostraron este aumento de oxigeno en
la fase liquida. La cantidad de oxigeno encontrada en la fase liquida es un factor
importante que influye en las tasas de biodegradacion de los contaminantes, debido a que
el oxigeno es necesario para llevar a cabo la degradacion de los compuestos a través de
las reacciones que realizan los microorganismos. Al haber en la fase acuosa una mayor
cantidad de oxigeno, los microorganismos pueden degradar mas cantidad de
contaminante, es por esto que en los experimentos F, se produjo una mayor cantidad de

CO; que en los F;.

En la Figura 5.4.4 se muestra la produccion de CO; obtenida en los experimentos
con Tolueno a las diferentes concentraciones. La produccion de CO, generada a partir de
la degradacion de Tolueno fue mayor que la obtenida para Hexano, lo cual se debe a que
el Tolueno presenta un nivel de biodegradabilidad mas alto (Devinny et al., 1999) y
ademas, una mayor biodisponibilidad en la fase oleosa de aceite de silicona. Lo anterior,
se pudo comprobar, ya que el Tolueno se solubilizo hasta en un 89% en la fase oleosa de
aceite de silicona y el Hexano s6lo un 76%, indicando que Tolueno estuvo mas
biodisponible para la degradacion microbiana (ver controles abidticos, Seccion 5.4.5). Al
igual que en el caso del Hexano, la concentracion inicial de Tolueno colocada en el

sistema no mostr6 un efecto inhibitorio hacia los microorganismos.
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Figura 5.4.3. Produccion de CO, en experimentos de 2 fases con aceite de silicona.
Concentracion de Hexano 2.5 uL (m), 5 uL (@), 7.5 (A)y 10 uL ().
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Figura 5.4.4. Produccion de CO, en experimentos de 2 fases con aceite de silicona.
Concentracion de Tolueno 2.5 uL (), 5 uL (O), 7.5 (A) y 10 uL (5%).
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En la Tabla 5.4.1 se muestra las velocidades maximas y especificas de consumo
para Hexano y Tolueno obtenidas al aplicar el modelo de Gompertz, en donde se observa
que no hubo un efecto negativo generado por la concentracion inicial del hidrocarburo.
En esta Tabla se puede observar que la velocidad de consumo especifica, al igual que la

velocidad de consumo maxima, aumentd conforme incrementé la concentracion inicial.

Se observo que el Tolueno presentd las velocidades méximas y especificas de
produccion de CO;, mas altas, siendo 3 (g/m3*h) y 394 (Mg hidrocarburo consumido / & proteina

h).

Tabla 5.4.1. Velocidades especificas y maximas de produccion de CO; obtenidas en los

experimentos de dos fases con aceite de silicona.

Concentracion inicial

Hidrocarburo 3 Vesp Vimax
[g/m’]
Hex 14 8 0.06
Hex — TCE 14-6 8 0.06
Hex 28 31 0.23
Hex — TCE 28-6 27 0.20
Hex 41 54 0.40
Hex — TCE 41-6 36 0.27
Hex 55 75 0.56
Hex — TCE 55-6 90 0.67
Tol 19 90 0.67
Tol - TCE 19-6 126 0.94
Tol 36 145 1.08
Tol - TCE 36-6 292 2.17
Tol 54 255 1.90
Tol - TCE 54 -6 366 2.72
Tol 72 352 2.62
Tol - TCE 72-6 394 2.93

Visp = Velocidad especifica (mg de CO, producido/gramo de proteina * hora) (Seccion 4.3.2.3).
Vmax = Velocidad maxima de produccién de CO, (g/m**h) (Seccion 4.3.2.3).

Hex = Hexano Tol = Tolueno TCE = Tricloroetileno.
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Para el caso del Hexano al igual que el Tolueno las maximas velocidades
especificas y de consumo ocurrieron cuando se inyectaron al microcosmo volimenes de

10 uL.

5.4.3. Mineralizacion
En la siguiente Tabla se muestra los porcentajes de mineralizacién obtenidos en los

experimentos F».

Tabla 5.4.2. Porcentajes de mineralizacion obtenidos en los experimentos de dos fases

con aceite de silicona.

) Concentracién inicial Mineralizacion”
Hidrocarburo

[9/m”] (%)
Hex 14 36
Hex - TCE 14-6 38
Hex 28 59
Hex — TCE 28-6 47
Hex 41 60
Hex — TCE 41-6 51
Hex 55 59
Hex — TCE 55-6 67
Tol 19 48
Tol-TCE 19-6 48
Tol 36 61
Tol-TCE 36-6 63
Tol 54 61
Tol-TCE 54 -6 69
Tol 72 68
Tol-TCE 72-6 71

“ Calculo obtenido de la Seccion 4.3.2.1 Ec. 4.4. A los porcentajes de mineralizacion obtenidos se le resto
la concentracion de CO, obtenida debida a la respiracion endogena.

Hex = Hexano Tol = Tolueno TCE = Tricloroetileno.

Los F, al igual que las cinéticas F; y F;s mostraron porcentajes de mineralizacion

mas altos para Tolueno que el obtenido por Hexano. Los maximos porcentajes de
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mineralizacién que presentaron el Tolueno (72 g/m’) y el Hexano (41 g/m®) fueron de 68
y 60, respectivamente. Para las mezclas de hidrocarburos con TCE se obtuvieron, en
todos los casos mayores, porcentajes de mineralizacion. Por ejemplo, para Tolueno-TCE

(72 - 6 g/m’) se obtuvo un valor de 71% y para Hexano-TCE (41 - 6 g/m’) de 51%.

Los porcentajes de mineralizacion encontrados en los experimentos F, fueron
mayores que los obtenidos en F; y Fis, esto se debe que la fase oleosa mejora las
velocidades de consumo de compuestos hidrofobicos como el Hexano y Tolueno. Lo
anterior se explica por una mayor area de contacto que implica mayor transporte gas—
medio mineral/aceite debido a que el Tolueno y el Hexano se solubilizan en mayor
cantidad en el aceite de silicona incrementando la biodisponibilidad de los hidrocarburos
hacia los microorganismos. Estudios realizados muestran que el uso de fases oleosas
aumentan las tasas de consumo de contaminantes comparados con estudios en los que no
se utilizan fases oleosas, observandose la misma tendencia que se obtuvo en los
experimentos realizados de 1 y 2 fases (Daugulis y Boudreau, 2003; Song y Kinney

2005; Arriaga et al., 2006; Kibazohi et al., 2004).

5.4.4 Cometabolismo de TCE

En estos experimentos se probaron distintas concentraciones de Tolueno y Hexano (Ver
Tabla 5.4.3) para encontrar una concentraciéon a la cual se indujera la degradacion
cometabolica del TCE. La concentracion de TCE manejada se mantuvo constante, siendo

., 3
una concentracion de 6 g/m’.

La cuantificacion de la degradacion de TCE se realizo con base en la diferencia de
CO; producido de los experimentos individuales y los experimentos en mezclas que son

Hexano-TCE, Tolueno-TCE.
De acuerdo a los resultados obtenidos en la Tabla 5.4.3, se observd que el

porcentaje maximo de mineralizacion de TCE fue de 9%, obtenido cuando se realizo el

experimento con Hexano (55 g/m’) y TCE (6 g/m’). Los porcentajes de mineralizacion
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obtenidos fueron similares a los obtenidos cuando se utilizé como co-sustrato a Tolueno

(se discutira mas adelante).

Tabla 5.4.3. Valores de CO; obtenidos en los experimentos de Hexano y TCE-Hexano en

2 fases con aceite de silicona.

o CO, CO, % de
Hidrocarburo Concentramcsm Inicial teérico* experimental® mineralizaciéon®
toim] (mg) (mg) (TcE)
Hex 14 4.21 1.52
Hex — TCE 14-6 4.63 1.74 5
Hex 28 8.43 5.00
Hex — TCE 28-6 8.85 4.16 0
Hex 41 12.60 7.58
Hex — TCE 41-6 13.06 6.67 0
Hex 55 16.86 9.94
Hex — TCE 55-6 17.28 11.52 9

* El calculo de CO, tedrico se observa en el Anexo C.
® Calculo obtenido de la Seccion 4.3.2.1 Ec. 4.4.
° CO, experimental = CO, medido (fase gaseosa) — CO, obtenido de la respiracion enddgena.

Hex = Hexano, TCE = Tricloroetileno.

Los porcentajes de mineralizacion de TCE cuando se utiliz6 como co-sustrato el

Tolueno en los experimentos de 2 fases con aceite de silicona se muestran a continuacion.

En los experimentos de F, (medio mineral-aceite de silicona) el TCE presento
porcentajes de mineralizacion en las 4 concentraciones de Tolueno utilizadas, siendo el
porcentaje mas alto de 9%, el cual se presentd cuando se introdujo al sistema la

concentracion de Tolueno de 54 g/m’.
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Tabla 5.4.4. Valores de CO, obtenidos en los experimentos de Tolueno y TCE-Tolueno

en 2 fases con aceite de silicona.

o CO; CO, % de

Hidrocarburo Concentrzju;)n Inicial tedrico* experimental® mineralizacion®

i (mg) (mg) (TcE)
Tol 19 6.03 2.89
Tol-TCE 19-6 6.45 3.10 4
Tol 36 12.06 7.36
Tol-TCE 36-6 12.48 7.89 4
Tol 54 18.10 11.09
Tol-TCE 54-6 18.52 12.78 9
Tol 72 2413 16.31
Tol-TCE 72 -6 24.55 17.49 5

* El célculo de CO, tedrico se observa en el Anexo C.
“ Calculo obtenido de la Seccion 4.3.2.1 Ec. 4.4.
° CO, experimental = CO, medido (fase gaseosa) — CO, obtenido de la respiracion enddgena.

Tol = Tolueno, TCE = Tricloroetileno.

Lee et al. (2006), reportaron que cuando se utilizan concentraciones iniciales de
Tolueno arriba de 30 g/m’, se presenta inhibicion por parte de los microorganismos para
poder degradar TCE. Sin embargo, en los experimentos realizados a concentraciones de
Tolueno mayores a 30 g/m’ no se mostr6 dicha inhibicién. Este hecho se debe a que el
uso de fases oleosas como aceite de silicona, sorben la mayoria de la concentracion del
hidrocarburo colocada en el sistema, sirviendo como un reservorio de éstos, lo que
provoca que los microorganismos no entren en contacto con altas concentraciones del

contaminante que pudieran generar inhibicion o muerte de los mismos.

En la mayoria de las investigaciones que reportan degradacién cometabolica de
TCE, los resultados son en funcion de eficiencias de eliminacion (Han et al., 2007; Lu et
al., 1998; Lee et al., 2006; Guo et al., 2001), por lo que los porcentajes de mineralizacion

obtenidos para TCE son dificiles de referenciar.
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5.4.5 Particion (control abiotico)
El coeficiente de particion se define como la razén de la distribucion de una sustancia
entre dos fases cuando el sistema estd en equilibrio; la razén de concentraciones de la

misma especie molecular en las dos fases es constante a temperatura constante.

Los experimentos de particion se realizaron con la finalidad de ver el reparto de
los hidrocarburos Tolueno, Hexano y TCE en la fase liquida (medio mineral — aceite de

silicona) y la fase gaseosa. A continuacion se muestra la Figura obtenida.

—m—Hex 2.5uL
—eo—Hex5 uL
—A—Hex 7.5uL
—*—Hex 10 uL
-0 Tol 2.5 uL
- Tol5 uL
-~ Tol 7.5 uL
- Tol 10 uL
--TCE 0.5 uL

[Cinicial

g
v+ bo

°
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>

., . . t
Concentracion adimensional C

T T T T T T T 1
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Tiempo (horas)

Figura 5.4.5. Caida de concentracion de Hexano, Tolueno y TCE obtenidos en la fase
gaseosa, en los controles abioticos de 2 fases con aceite de silicona. Control de Hexano a: 2.5

ulL (m), 5uL (®), 7.5 uL (A) y 10 uL (). Control de Tolueno a: 2.5 uL (O), 5 uL (0), 7.5
uL (A)y 10 uL (3%). Control de TCE a 0.5 uL (»).

En los experimentos de particion (control abidtico) el TCE fue el hidrocarburo
que presentd una mayor solubilidad en el aceite de silicona, quedando en segundo lugar
el Tolueno y en tercero el Hexano. La solubilidad que present6 el TCE fue de 100%, para
Tolueno fue de 89% y Hexano de 76% a la relacion de fase oleosa-medio mineral

probada (5:95%, v/v). La solubilidad y particion de compuestos organicos en agua ha
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sido estudiada extensamente (Coleman et al., 1984; Brookman et al.,1985; Cline et al.,
1991), pero existen pocos estudios que hablen de solubilidad y particion en fases

organicas.

En seguida se muestran las Figuras obtenidas en los controles para ver el efecto de
la particion cuando se colocan en los sistemas compuestos individualmente y en mezcla.
La Figura 5.4.6 muestra los porcentajes de Hexano y la Figura 5.4.7 de Tolueno

encontrados en la fase gaseosa de los sistemas individuales y en mezcla.

—m—Hex 2.5uL

—e—Hex5 uL

—A—Hex 7.5 uL

—*—Hex 10 uL

-0 Hex 2.5 uL TCE 0.5 uL

~-0---Hex5 uLTCEO.5uL
-~ Hex 7.5uL TCE 0.5 uL
-~ Hex 10 uL TCE 0.5uL
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9

Concentracion adimensional C
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Figura 5.4.6. Caida de concentracion de Hexano en la fase gaseosa para controles individuales y
en mezcla con TCE en 2 fases con aceite de silicona. Controles individuales para Hexano a: 2.5

uL (m), Sul (@), 7.5ul (A)y 10 uL (*). Controles mezcla de TCE a 0.5 uL con Hexano a: 2.5
uL (O), 5 uL (0), 7.5 uL (A) y 10 uL (¥%).
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Figura 5.4.7. Caida de concentracion de Tolueno en la fase gaseosa para controles individuales
y en mezcla con TCE en 2 fases con aceite de silicona. Controles individuales para Tolueno a:

2.5ulL (w), SuL (®),7.5ulL (A)y 10 uL (%). Controles mezcla de TCE a 0.5 uL con Tolueno
a:2.5uL (O), 5uL (0), 7.5 uL (A) y 10 uL (3%).

Cuando se utiliza aceite de silicona como fase en el sistema, la particion de los
hidrocarburos no se ve afectada cuando se introducen mezclas, debido a que la presion
interna que se genera dentro del sistema se reduce, esto se debe a que la afinidad o
particion que presenta el aceite hacia los hidrocarburos es tan alta que disminuye la
concentracion de los solventes en la fase gaseosa lo que reduce la presion total y
presiones parciales generadas en el sistema. Esto se debe a que la fase oleosa sirve como
deposito de todos los hidrocarburos que se alimentaron al sistema. A las concentraciones
a las cuales se trabajo no lleg6 a presentarse la saturacion de la fase gaseosa, es decir

puede soportar concentraciones mayores de hidrocarburos.
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5.5 Efecto de la adicion conjunta de aceite de silicona y surfactante Pluronic F-68

en la velocidad de consumo de hidrocarburos

En estos experimentos se observo el efecto de agregar simultdneamente aceite de silicona
y Pluronic F-68 en las velocidades de produccion de CO, de los hidrocarburos

individuales y en mezcla.

Esta parte se propuso debido a que se cree que la fase de aceite de silicona, por ser
de caracter hidrofobico, beneficiaria el transporte de masa del contaminante hidrofobico
(Hexano), aumentando asi su biodegradaciéon. En cuanto al surfactante, mejoraria la
transferencia de masa de los compuestos mas solubles como: TCE y Tolueno
incrementado sus velocidades de degradacion. Ademds, las interacciones que se
presenten entre aceite de silicona y Pluronic F-68 podrian beneficiar la degradacion de

los hidrocarburos.

5.5.1. Caida de concentracion

La caida de concentracion es un fendmeno afectado por la particion de los compuestos en
el sistema, asi como por las propiedades fisicoquimicas del medio acuoso. A
continuacion se muestran los experimentos realizados para Hexano y Tolueno a

diferentes concentraciones, asi como sus controles abidticos.

Los perfiles de consumo de Hexano encontrados para las diferentes
concentraciones en los controles se muestran en la Tabla 5.5.1. En los experimentos de 2
fases con surfactante (F,s), el Hexano mostrd una sorcion promedio de 91% respecto a la
concentraciéon colocada al inicio de los experimentos. La caida de concentracion de
Hexano mostrada en los controles y cultivos con microorganismos fue muy similar, lo
cual dificulta percibir que esta caida de concentracion se deba a una sorcién unicamente
sin que la biodegradacion tome lugar. Sin embargo, para descartar que se tratara solo de
una sorcion, se realizaron mediciones de CO, en la fase gaseosa, tanto para los controles
abidticos como para los experimentos con microorganismos, siendo este punto discutido

mas adelante.
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Al igual que en los experimentos de 2 fases con aceite de silicona, los
experimentos de 2 fases con surfactante no mostraron un efecto de la concentracion
inicial en el consumo de Hexano. Las cinéticas con Hexano a diferentes concentraciones
mostraron una solubilidad del 100% al tiempo de 190 horas a cualquiera de las

concentraciones probadas.

Tabla 5.5.1. Porcentajes de Hexano y Tolueno medidos en la fase gaseosa obtenidos en

los experimentos de 2 fases con surfactante para cinéticas y controles abidticos.

) Concentracion
Hidrocarburo

Inicial [g/m?]
Hexano 14 0
Hexano © 14 13
Hexano 28 0
Hexano © 28 10
Hexano 41 0
Hexano © 41 7
Hexano 55 0
Hexano © 55 7
Tolueno 19 0
Tolueno © 19 16
Tolueno 36 0
Tolueno © 36 11
Tolueno 54 0
Tolueno © 54 8
Tolueno 72 0
Tolueno © 72 8

= Porcentaje de la concentracion inicial medido en la fase gaseosa al termino de 72 horas.

€= Control abiético.

En los controles (abidticos) el Tolueno mostré una sorcion en la fase acuosa
(medio mineral - aceite de silicona — Pluronic F-68) de aproximadamente 89%, valor
igual al presentado en los experimentos de 2 fases. Para los experimentos bioticos,

Tolueno presentd una solubilidad (fase gaseosa a fase liquida) del 100% al tiempo de 62
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horas, siendo mas afin a la fase acuosa (medio mineral - Pluronic F-68 - aceite de

silicona) que el Hexano.

5.5.2. Produccién de CO, y Velocidades especificas
Los biorreactores son una tecnologia que esta basada en la capacidad natural de los
microorganismos para oxidar los contaminantes en CO; y agua. La produccion de CO,

que se genera en este proceso es una forma cuantitativa de medir la eficiencia de la

biodegradacion.

La produccion de CO, obtenida en los experimentos bidticos de 2 fases con
surfactante (F,s) para Hexano, a las diferentes concentraciones, se muestra en la Figura
5.5.1. La produccion de CO, medida en los experimentos con Hexano aumenta conforme
se incrementa la concentracion inicial en el sistema. Se observa ademds, que las

concentraciones probadas en el sistema no generaron inhibicion al consorcio bacteriano.

2004 Hex 2.5 uL
Hex5 uL
Hex 7.5uL

Hex 10 uL

* > o m
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1604
1404
1204
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Figura 5.5.1. Produccion de CO, en experimentos de 2 fases con surfactante.
Produccion de CO, para Hexano 2.5 uL (m), 5 uL (®), 7.5 (A)y 10 uL (%).
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Figura 5.5.2. Produccién de CO, en experimentos de 2 fases con surfactante.
Produccién de CO, para Tolueno 2.5 uL (), 5uL (O), 7.5 (A) y 10 uL (¥).

Para el caso del Tolueno la produccién del CO, se muestra en la Figura 5.5.2,
donde se puede apreciar que, al igual que el Hexano, a ninguna concentracién inicial que
se utilizd en el sistema resultd inhibitoria para los microorganismos. Comparando la
produccion de Hexano con la de Tolueno, este ultimo fue el que presentd una mayor
producciéon de CO,, debido a que el Tolueno presenta una mayor biodegradabilidad

conferida por su estructura quimica.

Al igual que en los experimentos anteriores, las velocidades especificas y de
produccion de CO; para Tolueno y Hexano en experimentos de 2 fases con surfactante se
obtuvieron aplicando el modelo de Gompertz (Seccion 4.3.2.3). Los resultados obtenidos

se muestran en la Tabla 5.5.2.
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Tabla 5.5.2. Velocidades especificas y maximas de produccion de CO; obtenidas en los

experimentos de dos fases con surfactante.

Concentracion inicial

Hidrocarburo 3 Vesp Vimax
(g/m7]
Hex 14 9 0.06
Hex — TCE 14-6 10 0.07
Hex 28 29 0.21
Hex — TCE 28—-6 31 0.23
Hex 41 56 0.41
Hex — TCE 41 -6 54 0.40
Hex 55 91 0.68
Hex — TCE 55-6 73 0.54
Tol 19 70 0.52
Tol - TCE 19-6 262 1.95
Tol 36 146 1.09
Tol - TCE 36-6 231 1.72
Tol 54 174 1.29
Tol-TCE 54 -6 244 1.82
Tol 72 281 2.09
Tol - TCE 72-6 303 2.25

Visp = Velocidad especifica (mg de CO, producido/gramo de proteina * hora) (Seccion 4.3.2.3).
Vuax = Velocidad méaxima de produccion de CO, (g/m**h) (Seccion 4.3.2.3).

Hex = Hexano Tol = Tolueno TCE = Tricloroetileno.

En esta Tabla podemos apreciar que las velocidades maximas de produccion de
CO; y velocidades especificas de consumo estdn directamente relacionadas con la
concentracion, ya que cuando aumenta la concentracion, se incrementa la velocidad de
produccion. El Tolueno fue el hidrocarburo que present6 las velocidades maximas de
producciéon de CO, mas altas obteniendo valores de 2.25 (g/m**h) y velocidades
especificas de consumo de 303 (Mg co2 producido / & proteina * h). Para el Hexano las
velocidades especificas y maximas mas altas fueron: 91 (mg co2 producido / & proteina = h) ¥y

0.68 (g/m’*h) respectivamente.
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En los estudios de 2 fases con surfactante se observé que la principal limitante en
el proceso de biodegradacion fue la actividad microbiana del indculo, y no la
biodisponibilidad, ya que la solubilidad presentada en la fase liquida por Hexano y
Tolueno estuvo arriba del 90%; indicando que en el sistema F,g los hidrocarburos estaban
biodisponibles. El sistema ya no estuvo limitado por el transporte si no por la reaccion
biolégica que llevan a cabo los microorganismos. En este sentido el objetivo principal de
la tesis fue alcanzado al mejorar el transporte de masa de los hidrocarburos, el siguiente
reto estaria enfocado al mejoramiento genético o al uso de cepas puras especificas para

la degradacion de cada uno de los hidrocarburos.

5.5.3. Mineralizacion
Los porcentajes de mineralizacion obtenidos en los experimentos F,s para Hexano y

Tolueno (individual y en mezcla) se observan en la Tabla 5.5.3.

En los experimentos Fys (medio mineral-aceite de silicona-Pluronic F-68) el Tolueno
mostrd porcentajes de mineralizacion mas altos que los obtenidos con Hexano. Los
maximos porcentajes de mineralizacion que presentaron el Tolueno (concentracion inicial
de 72 g/m’) y el Hexano (concentracién inicial de 55 g/m’) fueron de 73% y 66%,
respectivamente. En los experimentos con mezclas de hidrocarburos, se obtuvo para
Tolueno-TCE (72 - 6 g/m®) un valor de 73% y para Hexano-TCE (55 - 6 g/m’) de 64%.
El porcentaje maximo de mineralizacion encontrado para Tolueno, es similar al
encontrado por Aizpuru et al. (2005) que es de 74%. Estos porcentajes altos de
mineralizacion indican que los microorganismos utilizados presentaron una alta actividad

biologica hacia el hidrocarburo.

Los porcentajes de mineralizacion encontrados en los experimentos F,s fueron mayores
que los obtenidos en Fy, Fis y F», lo cual se debe a que el uso de varias fases mejoran la
sorcion (solubilidad) de los hidrocarburos en la fase liquida dando lugar a una mayor

velocidad de consumo y al incremento del porcentaje de mineralizacion.
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Tabla 5.5.3. Porcentajes de mineralizacion obtenidos en los experimentos de dos fases

con surfactante.

) Concentracion inicial Mineralizacion®
Hidrocarburo

[9/m”] (%)
Hex 14 34
Hex — TCE 14-6 44
Hex 28 57
Hex - TCE 28-6 51
Hex 41 58
Hex - TCE 41-6 62
Hex 55 66
Hex — TCE 55-6 64
Tol 19 44
Tol - TCE 19-6 55
Tol 36 62
Tol-TCE 36-6 64
Tol 54 69
Tol-TCE 54 -6 69
Tol 72 73
Tol-TCE 72-6 73

“ Célculo obtenido de la Seccion 4.3.2.1 Ec. 4.4. A los porcentajes de mineralizacion obtenidos se le resto
la concentracion de CO, obtenida debida a la respiracion endogena.

Hex = Hexano Tol = Tolueno TCE = Tricloroetileno.

5.5.4 Cometabolismo de TCE
El cometabolismo es el proceso en el cual un microorganismo transforma un compuesto
toxico o dificil de degradar en presencia de un segundo compuesto organico que es

utilizado como fuente de energia primaria.
Los resultados de los porcentajes de mineralizacion del TCE obtenidos en los

experimentos de 2 fases con surfactante, utilizando como co-sustrato Hexano se muestran

a continuacion (Tabla 5.5.4).
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Tabla 5.5.4. Valores de CO; obtenidos en los experimentos de Hexano y TCE-Hexano en

2 fases con surfactante.

L CO; CO, % de

Hidrocarburo Concentra/u:n Inicial tedrico* experimental® mineralizacién®

i (mg) (mg) (TcE)
Hex 14 4.21 1.42
Hex — TCE 14-6 4.63 2.02 14
Hex 28 8.43 4.79
Hex — TCE 28—-6 8.85 4.47 0
Hex 41 12.60 7.29
Hex — TCE 41-6 13.06 8.07 6
Hex 55 16.86 11.04
Hex — TCE 55-6 17.28 11.11 0.4

* El célculo de CO, tedrico se observa en el Anexo C.
“ Calculo obtenido de la Seccion 4.3.2.1 Ec. 4.4.
° CO, experimental = CO, medido (fase gaseosa) — CO, obtenido de la respiracion enddgena.

Hex = Hexano, TCE = Tricloroetileno.

El TCE presentd un porcentaje de mineralizacion de 14% cuando se utilizo la
concentracion de Hexano de 14 g/m’, siendo el més alto que se obtuvo a las diferentes
concentraciones de Hexano probadas. Sin embargo, cuando se aumentod la concentracion
de Hexano en el sistema, los porcentajes de mineralizacion disminuyeron o simplemente

no existio.

Para el caso del Tolueno como co-sustrato, los porcentajes de mineralizacion de
TCE obtenidos se muestran en la Tabla 5.5.5, en donde se observd que el porcentaje de
mineralizacion de TCE fue disminuyendo conforme aument6 la concentracion de
Tolueno que se introdujo en el sistema, siendo el porcentaje de mineralizacion de TCE
mas alto el de 15% y obtenido cuando se introdujo al sistema una concentracion de

Tolueno de 19 g/m’.
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Tabla 5.5.5. Valores de CO; obtenidos en los experimentos de Tolueno y TCE-Tolueno

en 2 fases con surfactante.

o co, co, % de

Hidrocarburo Concentram:m nicial tedrico* experimental® mineralizacién®

tofm] (mg) (mg) (TcE)
Tol 19 6.03 2.65
Tol-TCE 19-6 6.45 3.54 15
Tol 36 12.06 7.48
Tol - TCE 36 -6 12.48 8.03 5
Tol 54 18.10 12.44
Tol-TCE 54-6 18.52 12.78 2
Tol 72 24.13 17.55
Tol-TCE 72 -6 24.55 17.82 1

* El calculo de CO, tedrico se observa en el Anexo C.
© Calculo obtenido de la Seccion 4.3.2.1 Ec. 4.4.
° CO, experimental = CO, medido (fase gaseosa) — CO, obtenido de la respiracion enddgena.

Tol = Tolueno, TCE = Tricloroetileno.

5.5.5 Particion (Control abiotico)

El coeficiente de particion nos sirve para obtener la distribucion o reparto de la
concentracion a través de dos fases cuando estdn en el equilibrio. Al igual que en los
experimentos anteriores se determino la particion de los hidrocarburos Tolueno, Hexano
y TCE en la fase liquida (medio mineral — aceite de silicona — Pluronic F-68) y la fase

gaseosa. A continuacion se muestra la Figura obtenida.
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Figura 5.5.3. Caida de concentracion de Hexano, Tolueno y TCE obtenidos en la fase
gaseosa, en los controles abidticos de 2 fases con surfactante. Control de Hexano a: 2.5 uL

(m), 5uL (®), 7.5 uL (A)y 10 uL (%). Control de Tolueno a: 2.5 uL (&), 5 uL (O), 7.5 uL
(A)y 10 uL (¥). Control de TCE a 0.5 uL (»).

En los experimentos de particion, el hidrocarburo que presentd la mayor
solubilidad fue el TCE, quedando en segundo lugar el Hexano y en tercero el Tolueno. La
solubilidad que present6 el TCE fue de un 100%, para Hexano fue de 91% y para
Tolueno de 89%.

El uso de varias fases permite que algunos compuestos aumenten su sorcion en la
fase liquida. Comparado los resultados de 2 fases con surfactante con los de 2 fases se
puede observar que compuestos de diferentes solubilidades pueden llegar a un punto
donde su distribucion entre las fases (particion) de éstos sea igual, como se puede

observar en la Figura 5.5.3.

A continuacion se observan las Figuras 5.5.4 y 5.5.5, obtenidas en los experimentos
control. En estas Figuras se puede ver el efecto de la particion cuando se colocan en los
sistemas compuestos de forma individual y en mezcla. La Figura 5.5.4 muestra los

porcentajes de Hexano y la Figura 5.5.5 los de Tolueno encontrados en la fase gaseosa.
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Figura 5.5.4. Caida de concentracion de Hexano en la fase gaseosa para controles
individuales y en mezcla con TCE en 2 fases con surfactante. Controles individuales

para Hexano a: 2.5 uL (m), 5 ulL (®), 7.5 uL (A) y 10 uL (%). Controles mezcla de
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TCE a 0.5 uL con Hexano a: 2.5 uL (O), 5 uL (0), 7.5 uL (A) y 10 uL ().

I
—e—
A
-

o

o
A
*

Tol 2.5uL
Tol5 uL
Tol 7.5 uL
Tol 10 uL
Tol25uL TCE 0.5 uL
Tol5 uLTCEO.5uL
Tol 7.5 uL TCE 0.5 uL
Tol 10 uL TCE 0.5 uL

100 150
Tiempo (horas)

., . . t
Concentracion adimensional C /C. . ..
¢ “inicial

Figura 5.5.5. Caida de concentracion de Tolueno en la fase gaseosa para
controles individuales y en mezcla con TCE en 2 fases con surfactante.
Controles individuales para Tolueno a: 2.5 uL (m), 5 uL (®), 7.5 uL (A) y 10
ul (%). Controles mezcla de TCE a 0.5 uL con Tolueno a: 2.5 uL (O), 5 uL

(0), 7.5 uL (A) y 10 uL (3%).
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Para el caso del Tolueno el uso de 2 fases con surfactante no mejord la particion
comparada con la obtenida en los experimentos de 2 fases. En cambio, para el Hexano si

se observo una mejora en la particion.

En los experimentos Fys el efecto generado por la presion de los gases dentro del
sistema no se presentd, debido a que la sorcién que tuvo la fase acuosa con los
hidrocarburos fue alta, comparada con los sistemas de 1 y 2 fases; disminuyendo asi la
presion total generada dentro del sistema. Ademas, el uso de 2 fases con surfactante
aumenta la particion de hidrocarburos hidrofobicos en fases acuosas, como es el caso del
Hexano, haciendo igual su distribucion entre las fases que compuestos menos

hidrofobicos como el Tolueno.
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5.6 Discusion global del efecto de fase la oleosa y surfactante

5.6.1 Hexano

En el tratamiento de aire, el primer paso para llevar a cabo la biodegradacion es la
transferencia del contaminante de la fase gaseosa a la fase liquida. En un sistema cerrado,
como lo son los microcosmos, la biodegradacion del contaminante se lleva a cabo en la
fase liquida. La solubilidad que presenten los contaminantes a biodegradar en la fase
acuosa es un factor importante en el proceso de biodegradacion, ya que, gracias a esta
propiedad, la bio-disponibilidad de compuestos hacia los microorganismos se vera

afectada y por ende las tasas de eliminacion.

Dentro de los principales contaminantes del aire encontramos los COVs, los
cuales presentan bajos niveles de biodegradabilidad en biorreactores debido a su poca
solubilidad en agua. El Hexano es un hidrocarburo que presenta baja solubilidad en agua
(ver Tabla 1.2), con lo cual su tasa de biodegradacion esta ligada con la afinidad que
presenta con la fase acuosa. Sin embargo el uso de aceite de silicona y surfactantes como
Pluronic F-68 mejoran la particion del hexano en la fase liquida (Ver Tabla 5.6.1), lo cual

propicia velocidades de consumo mas altas.

5.6.1.1 Particion (control abiotico )

El coeficiente de particion entre la fase gaseosa y la liquida, también llamado coeficiente
de Henry que presenta el Hexano puede variar conforme se adhieren fases al medio
acuoso. El uso de fases, como aceite de silicona, asi como Pluronic F-68 para el caso del
Hexano, mejoraron la solubilidad de éste, haciéndolo mas biodisponible para los

microorganismos.

En la Tabla 5.6.1, se muestran los porcentajes de Hexano, Tolueno y TCE

medidos en la fase gaseosa para los experimentos de 1 y 2 fases.
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Tabla 5.6.1. Porcentajes de hidrocarburos medidos en la fase gaseosa obtenidos en los

experimentos de 1 y 2 fases.

Hidrocarburo Cor-u:-entraci;')n F, Fis F, Fos
Inicial [g/m”] % " % * % " %"
Hexano 14 77 67 25 13
Hexano 28 69 69 20 10
Hexano 41 72 67 27 7
Hexano 55 72 67 24 7
Tolueno 19 31 29 16 16
Tolueno 36 39 26 10 11
Tolueno 54 31 36 10 8
Tolueno 72 36 32 9 8
TCE 6 21 15 0 0

= Porcentaje de la concentracion inicial medido en la fase gaseosa al termino de 72 horas.

Los resultados obtenidos muestran una solubilidad promedio de Hexano (a las
diferentes concentraciones probadas) para los Fi, Fis, F2 y Fos de 29%, 32%, 76% y 91%
respectivamente. Con base en estos resultados, se observa que el uso de fases como aceite
de silicona y surfactantes como Pluronic F-68 mejoran la sorcion del hidrocarburo en el
medio acuoso, siendo el aceite de silicona el que mejor ayuda a este proceso. Sin
embargo, cuando se mezcla las fases de aceite de silicona con el agente tensoactivo
Pluronic F-68, la solubilidad del Hexano se mejora ain mas que cuando se utiliza
solamente aceite de silicona, llegando a obtener una solubilidad del 91% de la

concentracion inicial introducida en el sistema.

Kastner et al. en 1999 realizaron experimentos en lote y demostraron que el
Pluronic F-68 disminuye el coeficiente de particiéon de hexano e incrementa la solubilidad
de éste en el agua; sin embargo, los mecanismos por los cuales el Pluronic F-68 afecta
esta reduccion no pueden ser explicados con los resultados obtenidos. Es posible que el
Pluronic aumente la disolucion del hidrocarburo en la fase acuosa por las micelas

formadas.
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El uso de dos fases con surfactante en estos sistemas mejoro tres veces la sorcion
del Hexano, en comparacion con los experimentos de 1 fase, con lo cual la
biodisponibilidad del hidrocarburo aument6 considerablemente, eliminado problemas de
transporte de masa de la fase gaseosa a la fase liquida, limitacién que tienen los
biorreactores convencionales o de 1 fase en el tratamiento de hidrocarburos que presentan

baja solubilidad en agua (Sharefdeen y Singh, 2005).

5.6.1.2 Biodegradacion de Hexano

Muchos compuestos organicos son biodegradables por microorganismos por actividades
metabolicas para obtener energia y crecer. Una caracteristica de los hidrocarburos es que
son biodegradables aerobicamente. La tasa de biodegradacion aerdbica depende de varios

factores, uno de ellos es la estructura quimica de la molécula (Rittmann, 2001).

En la Tabla 5.6.2 se muestran las velocidades especificas de produccion de CO,
por Hexano obtenidas en los estudios cinéticos de Fi, Fis, F2 y Fas. En donde se observo
que cuando se colocd Pluronic F-68 en el medio acuoso del sistema (fase liquida), se
encontraron las velocidades especificas mas altas comparadas con los estudios de Fj, F, y
Fs. Encontrandose la velocidad especifica mas alta de 120 mg de CO; producido / g de

proteina * hora a la concentracion de 55 g/m’.

Para el caso de Hexano, se obtuvieron velocidades especificas mas bajas que el
Tolueno (Tabla 5.6.3), debido a que presentan una solubilidad mas baja de éste en la fase
liquida lo que implica una baja biodisponibilidad del mismo hacia los microorganismos.
Sin embargo, hay compuestos como el TCE que aun siendo altamente disponibles, debido
a su alta solubilidad, no presentan tasas de degradacion considerables, ya que son
altamente recalcitrantes o toxicos. En la siguiente seccion se muestran los porcentajes de

mineralizacion obtenidos para TCE.

107



Tabla 5.6.2. Velocidades especificas de produccion de CO, obtenidas en los

experimentos de 1 y 2 fases para Hexano.

Hidrocarbure Concentraci;jn inicial Fy Fis F, Fys
[9/m7] VEsp VEsp VEsp VEsp
Hex 14 20 25 8 9
Hex — TCE 14-6 18 15 8 10
Hex 28 37 28 31 29
Hex — TCE 28-6 36 61 27 31
Hex 41 94 106 54 56
Hex — TCE 41 -6 68 88 36 54
Hex 55 95 36 75 91
Hex - TCE 55-6 106 120 90 73

Visp = Velocidad especifica (mg de hidrocarburo consumido/gramo de proteina * hora) (Seccion 4.3.2.3).
Hex = Hexano, TCE = Tricloroetileno.

F, = Experimentos de 1 fase.

Fs = Experimentos de 1 fase con Pluronic F-68.

F, = Experimentos de 2 fases (aceite de silicona).

F,s = Experimentos de 2 fases con surfactante (medio mineral — Pluronic F-68 — aceite de silicona).

5.6.1.3 Cometabolismo TCE-Hexano

El tratamiento de compuestos organicos volatiles es limitado en muchas ocasiones por su
baja solubilidad en agua. Sin embargo, existen compuestos como el TCE que siendo
solubles en agua, presentan indices de biodegradacion muy bajos, este hecho se debe a
que es un compuesto muy recalcitrante. El término recalcitrancia molecular fue descrito
por Alexander (1965), el cual se define como la resistencia a la biodegradacion de
compuestos organicos. Entre los factores que originan la recalcitrancia encontramos: La
estructura de la molécula, los microorganismos, disponibilidad del compuesto, ausencia

de nutrientes y toxicidad del medio.
La finalidad de hacer estudios cinéticos con TCE-Hexano fue inducir un

cometabolismo que ayude a aumentar la biodegradacion de TCE como algunos autores lo

han reportado (Leahy et al., 1996; Wackett et al., 1988; Zylstra y Gibson, 1989). En estos
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experimentos de TCE- Hexano se utilizaron los controles que se muestran en las Tablas

43,4.4,45y4.6.

Los porcentajes de mineralizacion obtenidos para TCE en F;, Fis, F» y Fas se
muestran en la Tabla 5.6.3, en donde se observd que la mineralizacion obtenida en los
estudios cinéticos de acuerdo a la fase que se utiliza. En los estudios F;, Fis la
mineralizacion del TCE se present6 cuando se utilizaron concentraciones (iniciales) en el
sistema arriba de 41 g/m’. Sin embargo, para los F, y Fas no se mostr6 una tendencia de

la mineralizacion del TCE con base en la concentracion inicial colocada en el sistema.

Por lo tanto, se descarta la posibilidad de que el cometabolismo del TCE esté
relacionado con la concentracion de Hexano que se introduce al sistema. Con base en
esto podemos decir que no se encontrdé una concentraciéon que aumente la degradacion

cometabdlica de TCE.

Tabla 5.6.3. Porcentajes de mineralizacion de TCE obtenidos en los experimentos de

TCE-Hexano en 1 y 2 fases.

) Concentracion Fi Fis F, Fas
Hidrocarburo o 3
Inicial [g/m”] % "~ % " % * % "
Hex — TCE 14-6 0 0 5 14
Hex — TCE 28-6 0 0 0 0
Hex — TCE 41-6 8 4 0
Hex — TCE 55-6 10 28 9 0.4

® Calculo obtenido de la Seccion 4.3.2.1 Ec. 4.4. Hex = Hexano, TCE = Tricloroetileno.
F, = Experimentos de 1 fase.

Fs = Experimentos de 1 fase con Pluronic F-68.

F, = Experimentos de 2 fases (aceite de silicona).

F,s = Experimentos de 2 fases con surfactante (medio mineral — Pluronic F-68 — aceite de silicona).

Estas cinéticas realizadas con Hexano-TCE mostraron el porcentaje de
mineralizacion mas alto en los estudios de 1 fase con Pluronic F-68, obteniéndose un
valor de mineralizacion de 28% cuando se utilizd6 una concentracion de Hexano de 55

g/m’, lo cual indica una induccién hacia un cometabolismo con tricloroetileno por parte
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de Hexano. Con base en la revision bibliografica realizada hasta el momento no se ha
reportado que exista un cometabolismo de TCE con el alcano n-Hexano. Lo que si se ha
reportado son cometabolismos con los alcanos: metano (Lontoh et al., 1999) y propano

(Wackett y Householder, 1989).

5.6.2 Tolueno

El tratamiento bioloégico de COVs (ej, Tolueno) en aire depende de la habilidad de los
microorganismos para metabolizar el contaminante y usarlo como fuente de carbono y
energia para producir CO,, vapor de agua y biomasa (Mutafov et al., 2004). De forma
general, los contaminantes se sorben de la fase gas a la liquida en la cual los
microorganismos atacan y degradan los contaminantes. Una propiedad fisicoquimica que
limita esta sorcion (particion) en las fases es la solubilidad, que se origina por la
estructura quimica que presentan los compuestos. La biodegradacion aerobica de Tolueno
ha sido estudiada extensivamente por una amplia variedad de bacterias (Olsen et al.,

1994; Shields et al., 1989)

5.6.2.1 Particion (control abiotico)

En la Tabla 5.6.1 podemos observar que la sorcion presentada por el Tolueno en las
diferentes fases utilizadas varia dependiendo del tipo de fase que se coloca en el medio
acuoso del sistema, obteniéndose valores de 70%, 70%, 89% y 89% para Fy, Fis, F2 y Fas,
respectivamente. Estos valores muestran que la afinidad que presenta el Tolueno con la
fase acuosa, cuando se adhiere el agente tensoactivo Pluronic F-68, no tiene un efecto
positivo en el proceso de sorcion. Sin embargo cuando se utiliza aceite de silicona en el
medio acuoso, la solubilidad se incrementa casi un 20%. Para el caso de Tolueno, el uso
de aceite de silicona en la fase liquida mejora el transporte de masa (fase gaseosa-liquida)

en el sistema, aunque el uso de agente tensoactivo presentd un efecto nulo.

5.6.2.2 Biodegradacion de Tolueno
Muchos hidrocarburos afortunadamente son degradables por microorganismos si se les
proporciona las condiciones necesarias para crecer. Los hidrocarburos aromaticos pueden

ser biodegradados a través de procesos aerobios mediante bacterias y hongos (Kibazohi et
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al., 2004; Song y Kinney, 2005; Arriaga y Revah, 2005; Davison y Daugulis, 2003; Van
Groenestijn y Lake 1999).

La degradacion de hidrocarburos a través de bacterias inicia con la introduccion
de oxigeno a la molécula por oxigenasas, las cuales requieren de energia en forma de
NAD(P)H y oxigeno molecular. Las reacciones de oxigenacion introducen uno o dos

grupos OH en la estructura del hidrocarburo (Rittmann, 2001).

La velocidad de biodegradacion puede ser obtenida a través de la aplicacion de
modelos matematicos como el de Gompertz (Acufia et al., 1999), el cual ajusta
perfectamente los resultados obtenidos en las cinéticas realizadas. Con base en el modelo
de Gompertz se obtienen las velocidades maximas de produccion de CO,, las cuales, al
ser divididas por la concentraciéon de biomasa introducida al sistema, se obtienen las
velocidades especificas. Las velocidades especificas para Tolueno obtenidas en los

experimentos Fi, Fis, F» y Fog se observan en la Tabla 5.6.4.

Tabla 5.6.4. Velocidades especificas de produccion de CO, obtenidas en los

experimentos de 1 y 2 fases para Tolueno.

. Concentracifn inicial F, Fis F, Fos
[g/m7] VEsp VEsp VEsp VEesp
Tol 19 32 53 90 70
Tol-TCE 19-6 55 34 126 262
Tol 36 79 118 145 146
Tol-TCE 36-6 58 155 292 231
Tol 54 165 133 255 174
Tol - TCE 54 -6 127 214 366 244
Tol 72 189 231 352 281
Tol - TCE 72-6 216 155 394 303

Visp = Velocidad especifica (mg de hidrocarburo consumido/gramo de proteina * hora) (Seccion 4.3.2.3).
Tol = Tolueno, TCE = Tricloroetileno.

F, = Experimentos de 1fase.

Fs = Experimentos de 1 fase con Pluronic F-68.

F, = Experimentos de 2 fases (aceite de silicona).

F,s = Experimentos de 2 fases con surfactante (medio mineral — Pluronic F-68 — aceite de silicona).
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De acuerdo a los valores de velocidades especificas reportadas en la Tabla 5.6.4
se observo que el Tolueno presentd los valores mas altos obtenidos en los experimentos,
comparados con los valores de Hexano. Para el caso del Tolueno, la adicion de aceite de
silicona en la fase acuosa mejord las velocidades de consumo, comparadas con los
experimentos de F;, Fis y Fas. Lo anterior, no promovié una mejora en las velocidades
especificas de Tolueno de los experimentos F,s comparadas con los de F;, teniendo un
efecto nulo el Pluronic F-68 cuando se mezcla con aceite de silicona. Por otro lado,
cuando se agrega el agente tensoactivo al medio acuoso si se observa una mejora

comparado con el medio que contiene solamente medio mineral.

La velocidad especifica de produccion de CO, o consumo de un compuesto,
depende de la biodisponibilidad del mismo hacia los microorganismos, de su
recalcitrancia o toxicidad y de la produccion de enzimas por parte de los
microorganismos para romper la estructura quimica del compuesto (Devinny et al.,

1999).

5.6.2.3 Cometabolismo TCE-Tolueno

Los microorganismos obtienen electrones y energia de la transformaciéon de compuestos
organicos. Sin embargo, no todos los compuestos pueden ser usados como fuente de
energia por los microorganismos. Este hecho ocurre porque no todos los
microorganismos producen las enzimas necesarias para su completa biodegradacion.
Algunos compuestos son transformados a través del cometabolismo, el cual se define
como una transformacion fortuita de compuestos por enzimas o cofactores disefiados para

otros propositos (Rittmann, 2001).

Muchas enzimas son muy especificas en la transformacion, pero algunas no y
transforman otros compuestos. Un ejemplo de este tipo de enzimas no especificas son las
oxigenasas, las cuales inician la oxidacion de hidrocarburos como el Tolueno. Las
oxigenasas pueden oxidar fortuitamente compuestos como TCE, formando epdxidos, los
cuales son quimicamente inestables y de mas facil biodegradacion (McCarty et al., 1997).

En la degradacion cometabolica del TCE, el Tolueno es el donador de electrones para los
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microorganismos, los cuales, al estar en presencia del Tolueno, produciran Ilas
oxigenasas, las cuales proporcionan electrones y energia a los microorganismos asi como
para su crecimiento y actividad enzimatica. Sin la presencia de la fuente de energia

(Tolueno) la transformacion por cometabolismo no puede ocurrir.

Estos estudios cinéticos de TCE-Tolueno, como se menciona en el parrafo
anterior, son para inducir un cometabolismo de TCE. Para la realizacion de éstos se

utilizaron los controles que se muestran en la Tabla 4.3.

En la Tabla 5.6.5 se muestran los porcentajes de mineralizacion de TCE obtenidos
en los experimentos Fy, Fis, F2 y Fas, en donde se observa, que la mineralizacion obtenida
en los estudios cinéticos, no muestran una tendencia con base en la concentracion inicial
colocada en el sistema (misma tendencia presentada con Hexano). Con base en esto se
puede decir que no se encontré una concentracion de Tolueno que ayudara a mejorar la

degradacion del TCE por cometabolismo.

Tabla 5.6.5. Porcentajes de mineralizacion de TCE obtenidos en los experimentos de

TCE-Tolueno en 1 y 2 fases.

_ Concentracion Fi Fis F2 Fas
Hidrocarburo o 3
inicial [g/m?] % * % % * %"
Tol - TCE 19-6 0 7 4 15
Tol - TCE 36-6 0 2 4 5
Tol - TCE 54 -6 8 31 9 2
Tol - TCE 72 -6 9 0 5 1

“ Célculo obtenido de la Seccion 4.3.2.1 Ec. 4.4. Tol = Tolueno, TCE = Tricloroetileno.
F, = Experimentos de 1 fase.

Fs = Experimentos de 1 fases con Pluronic F-68.

F, = Experimentos de 2 fases (aceite de silicona).

F,s = Experimentos de 2 fases con surfactante (medio mineral — Pluronic F-68 — aceite de silicona).

El porcentaje de mineralizaron de TCE mas alto se encontrd en los estudios de 1
fase con Pluronic F-68, cuando se utilizo una concentracion de Tolueno de 54 g/m’,

siendo de 31%, el cual fue el porcentaje de mineralizacion mas alto encontrado en todos
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los experimentos realizados. En los estudios de una fase, el porcentaje de mineralizacion
se presentd6 a concentraciones de Tolueno arriba de 54 g/m3; en cambio, para los
experimentos F,s esta tendencia es inversa, presentandose los porcentajes de
mineralizacion de TCE cuando se utilizaron las concentraciones de Tolueno mas bajas en
el sistema, siendo la concentracion de 19 g/m’ la que obtuvo el porcentaje de
mineralizacién mas alto de TCE. Este fendmeno probablemente se deba a un aumento de
la concentracion de Tolueno en la fase acuosa, lo que favorecio la degradacion del TCE.
Por otro lado, cuando se agregaron concentraciones mayores a la de 19 g/m’ este mismo
efecto de aumento de Tolueno en la fase acuosa gener6 una disminucion de la actividad

microbiana.
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VI Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio confirmaron que el uso de fases oleosas y
compuestos como surfactantes, presenta ventajas sobre los sistemas que no utilizan fases
en el tratamiento de COVs, como Tolueno y Hexano. En este trabajo se observo la
biodegradacion que presentan los hidrocarburos Hexano, Tolueno y TCE cuando se
adhieren fases, como aceite de silicona, el surfactante Pluronic F-68 y mezclas de ambas,
en el consumo de estos contaminantes. Esta adicion de fase oleosa y surfactante se debe a
que algunos COVs presentan poca solubilidad en agua, lo que disminuye Ia
biodegradacion de estos, debido a que presentan una baja biodisponibilidad hacia los

microorganismos que se encuentran en la fase acuosa.

A pesar de que se utilizaron concentraciones iniciales mas altas a las reportadas
en la literatura, estas no provocaron un efecto inhibitorio o toxico hacia los
microorganismos, debido a que las fases oleosas sirven como reservorio de los
contaminantes, lo cual disminuye el contacto del hidrocarburo con el consorcio

bacteriano.

El uso de aceite de silicona como segunda fase en un sistema bifasico aumenta la
biodegradacion y biodisponibilidad de hidrocarburos en biorreactores, asi como las
velocidades de consumo de hidrocarburo y las velocidades de produccion de COs,.
Surfactantes como Pluronic F-68 por si solo no podria aumentar la degradacion de los

hidrocarburos, pero si la biodisponibilidad y el reparto de la fase gaseosa a la fase liquida.

El uso conjunto de fases como aceite de silicona y surfactantes como Pluronic F-
68 aumentan los valores de mineralizacion, esto se debe a que fases oleosas como aceite
de silicona mejoran el transporte de oxigeno de la fase gaseosa a la fase liquida, el cual al
estar mas biodisponibles para los microorganismos aumentan la reaccion biologica y por

ende la oxidacién completa de los contaminantes.
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La biodegradacion y biodisponibilidad (factor limitante en los procesos de
tratamiento bioldgico de COVs) de hidrocarburos en biorreactores se ve afectada por
factores como la presion total en el sistema, asi como la estructura quimica de los
hidrocarburos. Estos factores afectan directamente la particion de la fase gaseosa a la fase
liquida. Con el uso de 2 fases y surfactantes (aceite de silicona - medio mineral -
surfactante) se elimina el problema de biodisponibilidad, debido a un aumento de la

sorcion de los compuestos (hidrofobicos e hidrofilicos) en la fase acuosa.

La degradacion cometabdlica de TCE con hexano y tolueno se presentd a
porcentajes muy bajos, esto probablemente se deba al acumulamiento de subproductos
metabolicos en la fase acuosa, asi como a la falta de enzimas que se encargaran de su
degradacion. Una alternativa a este problema seria el uso de cepas o microorganismos

modificados genéticamente.

Se comprob6 que la eficiencia de un sistema bifasico es mas adecuado que un
sistema de una fase para la biodegradacion de hidrocarburos con distintas propiedades.
Esto se debi6 a que se incrementd la transferencia de masa, gracias a la suma de las
capacidades de degradacion de los microorganismos y al uso de sistemas bifasicos.
Ademas se confirmo el aumento de la biodisponibilidad que genera el uso de fases como

aceite de silicona y Pluronic F-68.

Si bien en esta tesis se comprobd que la adicion de fases oleosas y surfactantes
mejoran la velocidad de produccion de CO, (medida de consumo del hidrocarburo); es
necesario establecer herramientas analiticas que nos permitan cuantificar al cabo del
tiempo la concentracion del hidrocarburo en la fase acuosa, para saber si este fue
biodegradado completamente y no una sorcion en la fase oleosa. Lo anterior confirma un
poco esta sospecha porque los % de mineralizacion o velocidades de produccion de CO,
aunque son o fueron utiles para interpretar los datos, tuvieron valores bajos, respecto a los
reportados; pero seria bueno cerrar los balances de masa y reportar velocidades de

consumo de hidrocarburo reales en sistemas bifasicos.
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Anexo A. Curvas de Calibracion en fase gaseosa

Para determinar la cantidad de TCE, Hexano, Tolueno y bioxido de carbono (CO,) se
realizaron curvas de calibracion. En botellas serologicas de 120 mL se inyectaron
volumenes de 0.5, 1, 2, 3, 4 uL para la cuantificacion del tricloroetileno, mientras que
para los solventes restantes se inyectaron volimenes de 2, 4, 6, 8, 10 uL. En el caso del
CO; se utilizaron volimenes de 2, 5, 10, 15 y 20 mL. Una vez inyectados los volimenes
de los compuestos a medir en las botellas seroldgicas, estas se colocaron en una
incubadora a una temperatura de 30°C durante un tiempo de 15 min. Posteriormente se
tomaron muestras de 100 pL del espacio vacio de las botellas serologicas y se inyecta en
el cromatografo de gases. Una vez realizado esto se graficd la concentracion de solvente
inyectado a las botellas serologicas y los datos del area bajo la curva obtenidos del

cromatografo para ajustarlos a una linea recta.

Anexo A.1 Curva de calibracion de TCE
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Figura A.1 Curva de calibraciéon de TCE
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Anexo A.2 Curva de calibracion de Hexano

2000

1500

Area

1000

500 |~

y=-143.12 + 26.108x R=0.99942

10

20

30

40

Concentracion (g/m 3)
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Figura A.3 Curva de calibracion de Tolueno




Anexo A.4 Curva de calibracion de CO,
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Figura A.4 Curva de calibracion de CO,

Anexo A.5 Curva de calibracion de proteina
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Figura A.5 Curva de calibracion de proteina
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Anexo B. Gréfica de toxicidad y biodegradabilidad

Anexo B.1 Gréfica de toxicidad y biodegradabilidad para aceite de silicona y Pluronic-F68 a
2.5% (W/v)
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Figura B.1. Pruebas de biodegradabilidad (b) y toxicidad (t) para: Aceite de silicona (®)°; Aceite de silicona
(m)'; Pluronic-F68 a 2.5% (4)°; Pluronic-F68 a 2.5% (X)"; control (A).

Anexo B.2 Grafica de toxicidad. y biodegradabilidad para aceite de silicona y pluronic-F68 a 0.10
y 0.01% (w/v)
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Figura B.2. Pruebas de biodegradabilidad (b) y toxicidad (t) para: Aceite de silicona (e)°; Aceite de silicona
(m)"; Pluronic-F68 a 0.10% (#4)°; Pluronic-F68 a 0.10% (X)'; Pluronic-F68 a 0.01% ('¥)"; Pluronic-F68 a
0.01% (0)'; control (A).
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Anexo C. Calculo del Dioxido de Carbono tedrico y Porcentaje de mineralizacion.

El CO, tedrico se obtiene a través de un calculo estequiometrico, mediante un balance de
carbono. Esto se representa en una ecuacion de oxidacion completa de un compuesto.
Una vez balanceada la ecuacion de oxidacion, se procede a calcular los gramos de CO,
que se producen por tantos gramos de solvente. Con base en esta relacion se obtiene el
CO, tedrico. Por ejemplo, para calcular cuantos gramos de CO, se producen por cierta

masa de Hexano se realiza lo siguiente:

1.- Se obtiene la ecuacion de oxidacion de Hexano y se balancea

CsHis+1920, —» 6CO,+7H,O

2.- Se estima cuanto se genera

1 mol de Hexano ——» 6 moles de didxido de carbono

86g de Hexano —» 264 g de dioxido de carbono

3.- Con base en este céalculo se estima cuantos gramos de CO; se produce por gramo de
solvente en este caso Hexano. Una vez determinado el célculo anterior se procede a
realizar una regla de tres tomando en cuenta la masa inicial de Hexano inyectada al

sistema y asi determinar el CO, tedrico.

Para determinar el porcentaje de mineralizacion de TCE, se toman en cuenta las
reacciones de oxidacion del TCE y del co-sustrato. Posteriormente se cuantifica el CO,
tedrico que deberian de producir ambos compuestos (suma de CO, teoricos). Una vez
determinado el CO; tedrico y experimental se aplica la ecuacién 4.4 y se obtiene el

porcentaje de mineralizacion.
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Por ejemplo, para determinar el porcentaje de mineralizacion de TCE obtenido en
los experimentos de 1 fase, usando como concentracion inicial de Hexano 55 g/m’ y de

TCE 6 g/m’ se realizo lo siguiente:

1.- Se determind la cantidad de CO, generada en el experimento antes mencionado, asi

como en su control, el cual contenia lo mismo pero sin la concentracion inicial de TCE.

0.010033 g CO, Hexano 55 g/m3 y TCE
0.008382 g CO, Hexano 55 g/m’

2.- Se procede a obtener los g de CO, generados por degradacion de TCE mediante la

resta de valores antes mencionados obteniendo un valor de:

0.001650825 g CO,

3.- Una vez obtenidos los g de CO, generados por la degradacion del TCE se produce a
hacer una regla de 3 para poder determinar el % de mineralizacion de TCE, tomando
como 100% de mineralizacion el CO, que se genera de las reacciones de oxidacion

completa del Hexano y del TCE, obteniéndose un valor 0.016859 g de CO,.

0.016859 g de CO, 100% de mineralizacion
0.001650825 g de CO, X

X =9.79% de mineralizacion de TCE
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