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GLOSARIO

Capacidad de eliminacion (CE). Velocidad de remocion del contaminante

expresado en gm'3h'|. Es un parametro que involucra el volumen del lecho, el flujo de
aire y la concentracion del contaminante; de manera implicita involucra el EBRT. Es util
en la comparacion del desempeno entre biofiltros con diferentes volumenes,
concentraciones etc.

Eficiencia de remocion (ER). Es la fraccion de contaminante removido por el
biofiltro expresado como porcentaje.

Mineralizacion. Oxidacion completa de la materia organica a CO2, es decir
conversion completa de compuestos organicos, materia organica o residuos a especies
inorganicas simples como CO?2, NH3, SO42' y H2PO4"/HPO4" [Manahan, 2000].

Oxidacion. Cambio en el estado de oxidacion de una especie al ceder electrones. En
algunos casos la oxidacion se refiere a la incorporacion de atomos de oxigeno en la
molécula. En este trabajo se hace diferencia entre mineralizacion y oxidacion, ya que
no todas las reacciones de oxidacion forman CO? como producto final. Ejemplo la

oxidacion de formaldehido que produce acido férmico.

Tiempo de residencia de lecho vacio (EBRT). Tiempo que tarda el flujo Q de aire
en recorrer del volumen del lecho si éste estuviera desocupado. Se calcula dividiendo
el volumen del lecho entre el flujo de aire.

Metabolismo. Proceso bioquimico que involucra todas las reacciones ocurridas en
una célula para la asimilacién y transformacion de compuestos que son tomados como
fuente de energia y carbono.

Capacidad metabdlica. El conjunto de habilidades de un microorganismo en la
degradacion, transformacion y asimilacion de un compuesto para la obtencién de
energia y material para la sintesis de nuevos compuestos, sea carbono, nitrégeno,
fosforo, etc. Ejemplo son la velocidad de crecimiento especifica f[i, velocidad de
utilizacion de sustrato §, coeficiente de rendimiento de biomasa producida por
sustrato consumido YX/S, YCO?2/S, etc.
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RESUMEN

El formaldehido es un compuesto organico volatil (COV), denominado
cancerigeno humano en el 20ll. Detectado en ambientes interiores en bajas

concentraciones (0.01-1 ppmy). Los lugares mas contaminados son las fabricas de

formaldehido y aquellos donde se usa como materia prima en la obtencion de otros
productos como resinas, solventes, pinturas, pegamentos, etc. La Occupational Safety
and Health Administration ha establecido los limites maximos de exposicion para una

jornada de trabajo de 8 horas diarias durante 5 dias de trabajo en 0.75 ppmy y para

una exposicion corta de |5 minutos en 2 ppmy. La biofiltracién es una tecnologia de

tratamiento de COVs en bajas concentraciones (0<10) gm'3. En la biofiltracion de
formaldehido se ha reportado que el pH del sistema tiene fuerte influencia en el
desempeno del biofiltro, limitando la concentracion de entrada. El trabajo de Garcia-
Pérez (2012) mostré que el pH puede ser regulado con la adicién de pulsos de ozono.
El objetivo de este trabajo fue adicionar ozono de forma continua en la biofiltracién de
formaldehido para superar la méxima Capacidad de Eliminacion (CE) de 74 gm-3h-!
(Garcia-Pérez, 2012) y cuantificar cuanto formaldehido mas se puede tratar, asi como
estudiar el efecto de la adicién de ozono y los incrementos de la concentracion de
formaldehido sobre el espesor de la biopelicula, la viabilidad celular y las capacidades
metabolicas del consorcio, ademas de evaluar la estabilidad del sistema en largos
tiempos de operacion (20-100 dias). Se operd un biofiltro que removié formaldehido

de una corriente gaseosa durante 310 dias, sin y con adicion de ozono a diferentes

cargas de operacion (20-40 gm'3h'|). La carga de 40 gm'3h'I de formaldehido no
pudo ser mantenida mas de |0 dias sin ozono ya que se produjo acidificacion del
sistema detectado en el lixiviado; bajo esta condicion se observé una Eficiencia de

Remocion (ER) y una CE de cero. La adicion de ozono recupero el desempeno del
biofiltro, alcanzando estado estable por |10 dias con carga de 43.4+3.5 gm'3h'|,
alcanzandose valores de CE= 40+3.7 gm'?’h'I y de ER= 92.1+4.5% a una concentracion
de formaldehido de 0.910.1 gm'3 adicionando de forma continua 90ppby de ozono. Se

evaluaron tres condiciones mas con ozono alcanzando estado estable en todos los
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casos por 27, 23 y 23 dias. En este trabajo se lograron tratar hasta 2.4 gm'3 de

concentracion inicial de formaldehido, alcanzandose una CE= 121.4+4.2 gm'3h'I y una

ER= 99.5+0.7% de formaldehido adicionando de forma continua 90 ppby de ozono que

ayudd en la regulacion del pH del sistema. El sistema de manera natural tiende a
acidificarse a altas cargas por la acumulacion de acido formico, el cual reacciona con el
ozono para producir especies carbonatadas que incrementan la alcalinidad del sistema
(de 334.1+£100.3 a 1450+127 mg CaCO3L'|). Después de la adicion de ozono hubo
una disminucion de EPS (Sustancias Poliméricas Extracelulares) totales de 18.2 a |.4
mgcg'lsoporteseco que es congruente con el decremento en el espesor de
biopelicula de 163%14.8 a 67.61+8.3 pm. Por otro lado, la adicién de ozono disminuyd
ligeramente la viabilidad de los microorganismos en el sistema, sin afectar el
desempeno global del biofiltro. Por lo tanto la adicion de ozono es una buena
estrategia para la biofiltracion de formaldehido a altas concentraciones de entrada;
ademas de ayudar a regular el pH del sistema durante largos periodos de operacion,
reduce el contenido de EPS y el espesor de biopelicula, por lo que puede ser una
buena estrategia para reducir el taponamiento que se presenta en el lecho de los

biofiltros tras largos tiempos de operacion.

Palabras clave: Formaldehido, biofiltracion, ozono, regulacion de pH, altas

concentraciones, espesor de biopelicula.
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ABSTRACT

Formaldehyde is a volatile organic compound (VOC). Found in indoor
environments at low concentrations (0.01-1 ppmy) and classified as human carcinogen
in 201 1. The most contaminated places are formaldehyde industries and those which
use it as a raw material for the fabrication of other products like resins, solvents,
paints, glues, etc., as well as the laboratories that use formalin for biological specimen
conservation. The Occupational Safety and Health Administration (OSHA) established
the work hour exposure level, for an eight-hour work day five days per week, at 0.75

pPpPMy, and short term exposure level, for casual exposure of fifteen minutes, at 2 ppm,,.

Biofiltration is a technology for VOC treatment at low concentrations (0<10 gm-3).
Reports on formaldehyde biofiltration had shown the high influence of pH on biofilter
performance, limiting the range of inlet concentration that can be applied in a biofilter.
Garcia-Pérez (2012) showed that the pH was regulated by ozone pulses additions,
studying the effect of the ozone additions and also she studied the effect of the ozone
additions on EPS (Exopolymeric Substances) composition. The objective of this study
was to increase the maximal Elimination Capacity (EC) of 74 gm-3h-! achieved by
Garcia-Pérez (2012) assessing the effect of the ozone addition and the formaldehyde
concentration increases on the biofilm thickness as well as the effect on cellular
viability and metabolic capabilities in the consortium, in addition to assessing the
stability of the biofilter in long term-operation (20-100 days). An air biofilter for the
formaldehyde removal was operated 310 days, with and without ozone addition under
different formaldehyde inlet loads (20-40 gm-3h-!). The inlet load (IL) of 40 gm-3h-! of
formaldehyde was not maintained more than 10 days without ozone addition due to
acidification of the system detected in the biofilter leachate; under this condition
removal efficiency (RE) and EC of zero were observed. The continuous ozone addition
allowed for biofilter performance recovery; the biofilter achieved steady state over
10 days with IL= 43.4+3.5 gm-3h-!, EC= 40+3.7 gm-3h-!, RE= 92.1%4.5% and a
formaldehyde concentration of 0.9£0.1 gm-3 with continuous ozone supply of 90 ppb.
Three additional conditions were tested under ozone addition, reaching steady state in

each case for 27, 23 and 23 days. In this work a high concentration of formaldehyde
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was treated: 2.4gm-3, with EC=121.4+4.2 gm-3h-! and ER= 99.5+0.7% adding 90 ppby
of ozone, that aids to control the pH of the biofilter. The system tends to acidify with
high inlets loads due to formic acid accumulation, which could react with ozone to
produce carbonate species that increase the system alkalinity (from 334.1+100.3 to
1450£127 mg CaCOsL-!). After ozone addition a reduction in EPS from 18.2 to
I.4mgCg"drysupport was obtained, which agrees with the decrease in biofilm thickness
from 163+14.8 to 67.6x8.3 pym. On the other hand, the ozone addition slightly
diminishes the viability of microorganisms without influence on the overall
performance of the biofilter. Hence, ozone addition is an appropriate strategy that
allowed working under high inlet formaldehyde concentration in a biofilter, in addition
an increase in pH regulation capacity during long-term operation was observed.
Moreover, the reduction in EPS and biofilm thickness by ozone addition makes it a
powerful strategy to control the clogging developed in biofiltration after long-term

operation.

Keywords: Formaldehyde, biofiltration, ozone, pH regulation, high concentrations,

biofilm thickness.
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Biofiltracion de altas concentraciones de formaldehido bajo la adicion continua de ozono

INTRODUCCION
I. INTRODUCCION

El formaldehido fue declarado carcinogénico en el ano 2011, en el 12°. Reporte
sobre Cancer emitido por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
(IARC, por sus siglas en inglés). Ademas de provocar cancer, causa irritacion en los
ojos, en el tracto respiratorio, dolor de cabeza, nauseas, etc. Es conocido por
provocar la enfermedad del “edificio” donde sus ocupantes presentan algunos de los
efectos antes mencionados. En ambientes interiores se encuentra en concentraciones
muy bajas (0.01-1 ppmy) y en lugares donde lo utilizan como materia prima puede
encontrarse en concentraciones mucho mas elevadas; en la industria de la pulpa y el
papel se han reportado concentraciones entre 0.1 y 7.4 ppm, [IARC, 2006]. La
biofiltracion es un método relativamente econémico por su bajo costo de inversion y
de operacion que es capaz de transformar contaminantes, como el formaldehido, en
especies inocuas como CO; y H0O. Sin embargo, en industrias con altas
concentraciones dificilmente podria competir con sistemas fisicoquimicos en cuanto a
eficiencia de remocion. Por lo que hace falta buscar estrategias que permitan tratar
mayores concentraciones de contaminantes como el formaldehido. Recientemente, se
reportd el uso de sistemas de oxidacion avanzada acoplados a sistemas biologicos,
como los biofiltros, para mejorar las limitaciones que se presentan al tratar
contaminantes recalcitrantes o hidrofébicos. El interés de aplicar estos sistemas radica
en generar subproductos de degradacion con estructuras de enlace mas sencillas y con
mayor solubilidad en un proceso de oxidacion avanzada usado como sistemas de
pretratamiento. En el caso de la biofiltracion de formaldehido se ha observado que el
pH es una variable importante para mantener el buen desempeno, se ha reportado que
se pueden acumular subproductos acidos (p.ej. acido férmico) que tienden a acidificar
el medio filtrante y disminuyen drasticamente las capacidades de eliminacion de este
compuesto [Prado et al., 2004; 2006 y Garcia-Pérez 2013]. Por lo tanto, el control de
pH durante la biofiltracion de formaldehido es crucial. Trabajos previos del grupo de
investigacion de la Dra. Sonia Arriaga, en el cual trabajé, mostraron que la adicion de
pulsos de ozono a un biofiltro que degradaba formaldehido fue una técnica adecuada
para mantener altas eficiencias de remocion de formaldehido a altas cargas y derivado
de las reacciones de oxidacion quimica de ozono con los subproductos de degradacion
de formaldehido fue posible general especies de bicarbonato que ayudaron a mantener
estable el pH del sistema [Garcia-Pérez, 2013]. Sin embargo, la estabilidad del sistema
por largos periodos de operacion y a cargas aun mayores no ha sido abordada. Por lo
tanto, el objetivo del presente trabajo incide en estudiar el efecto de la adicion
continua de ozono en la biofiltracion de altas cargas de formaldehido en largos
periodos de operacion (periodos de mas de 20 y mas de 100 dias).

.‘.‘.\\
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Biofiltracion de altas concentraciones de formaldehido bajo la adicion continua de ozono
MARCO TEORICO

2. MARCO TEORICO
2.1 Contaminacion del Aire

La contaminacién es cualquier adicion de materia o energia que degrada el
ambiente para los humanos y otros organismos [Enger y Smith, 2006].
La contaminacidn del aire se refiere a la presencia de compuestos que no deberian
estar presentes en la atmosfera o que estan presentes de manera natural, pero en
cantidades muy pequenas. Estos contaminantes llegan a la atmosfera como resultado
de las actividades humanas y de fuentes naturales [SEMARNAT, 201 I].

Existen varias fuentes naturales de gases y particulas que degradan la calidad del
aire, como el material emitido por los volcanes, el polvo de la erosion causada por el
viento, y los gases provenientes de la descomposicion de plantas y animales muertos.
Estos contaminantes ocurren de forma natural y no se puede hacer mucho para
controlarlos. Sin embargo, es posible minimizar las emisiones producidas por
automoviles, humo de fabricas, olores quimicos y materiales similares considerados
como contaminantes [Enger y Smith, 2006].

Existe otro nivel de contaminacion del aire que se refiere a los espacios
cerrados. Enger y Smith [2006] puntualizan que un creciente nimero de evidencias
cientificas indica que el area dentro de los hogares y ciertos edificios puede estar mas
contaminada que el aire exterior, aun en las ciudades mas grandes e industrializadas. La
environmental protection agency (EPA) de Estados Unidos de América reporta haber
encontrado aproximadamente una docena de compuestos organicos comunes de entre
2 y 5 veces mas concentrados dentro de las casas que fuera de ellas. Estos
contaminantes incluyen asbestos; formaldehido, asociado a productos de uso comun
como productos de madera y aerosoles; residuos pesticidas transportados por aire;
cloroformo; percloretileno asociado a las tintorerias; paradiclorobenceno, proveniente
de las bolas de naftalina y aromatizantes del ambiente; metanol, asociado con las
pinturas (lacas) de interiores; entre otros.

2.2 Compuestos Organicos Volatiles

Los compuestos organicos volatiles (COV) estan conformados principalmente
de carbono e hidrogeno, considerados volatiles porque se evaporan en el aire a
temperatura ambiente. La Comision de las Naciones Unidas por Europa (UNECE, por
sus siglas en inglés) los define como “todos los compuestos organicos de naturaleza
antropogénica, excepto el metano, que son capaces de producir oxidantes
fotoquimicos mediante reacciones con oxidos de nitrogeno en presencia de luz solar”
[UNECE, 1991].

Son productos de la combustion incompleta de combustibles de automéviles o
incluso pueden evaporarse de la fuente de combustible. El uso del motor de
Y 21
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combustion interna contribuye con 45% de los COV liberados al aire, mientras que la
refinacion y otras industrias contribuyen a una cantidad equivalente [Enger y Smith,
2006]. Muchos COV son quimicos producidos en la manufactura de pinturas,
adhesivos, productos derivados del petroleo, farmacéuticos, refrigerantes y productos
de limpieza. Frecuentemente son componentes de combustibles, solventes, fluidos
hidraulicos, adelgazadores de pinturas y agentes de lavado en seco [Water Resource
Data, 2005].

Algunos CQOV son toxicos y se conocen por ser muy daninos para la atmosfera,
ya que contribuyen con la produccion de contaminantes aéreos secundarios que
degradan la capa de ozono, contribuyendo al cambio climatico. EIl COV mas conocido
en ambientes cerrados es el formaldehido que se encuentra en materiales de
construccion y fabricas de resinas, asi como los lugares donde se fabrica.

2.2.] Formaldehido

El formaldehido es producto de la oxidacion catalitica del metanol, es el
aldehido de menor peso molecular, formado de un solo atomo de carbono (CH,O);
compuesto quimico incoloro, inflamable, de pungente y sofocante olor.
Comercialmente se encuentra en soluciones acuosas al 30-50% en peso, las cuales se
encuentran combinadas con estabilizadores como el metanol (15%) o con derivados de
aminas en concentraciones mas bajas. En ausencia de estabilizadores el formaldehido se
oxida en acido formico y se polimeriza para formar oligomeros, como el
paraformaldehido (polimero de entre 8 y 100 unidades de formaldehido) o como
[,3,4-trioxano, un trimero ciclico. En la Tabla | se presentan las principales
caracteristicas fisicoquimicas del formaldehido.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del formaldehido

Propiedad Magnitud Unidades

Peso molecular 30 gmol-!

Punto de fusién -92 °C

Punto de ebullicion -19.5 °C

Gravedad especifica 0.815a-20°C-4°C

Presion de Vapor 3890 a 25°C mmHg
24220°C kPa

Densidad de vapor (aire = |) 1.067

Temperatura critica 137-141.2 °C

T 2
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Tablal (Continuacion). Propiedades fisicoquimicas del formaldehido

Propiedad Magnitud Unidades
Solubilidad

Enaguaa 20 °C 400 gl-!
En acetona, alcohol, benceno y éter. Soluble

Coeficiente de particion octanol-agua (log Kow) 0.35

Constante de disociacion (pK,) 13.27 225°C

Constante de Henry (H) 3.41x10-7 atm-m3mol-!
3.41 x102 Pa-m3mol-!
1.19 x10-3 Adimensional

La produccion mundial anual es cerca de 2| millones de toneladas [IARC, 2006]
para la fabricacion de resinas (urea-formaldehido, fenol-formaldehido, poliacetal y
melanina-formaldehido) que son utilizadas en la manufactura de productos como
adhesivos y pegamentos para productos de madera, productos de pulpa y papel,
plasticos y fibras sintéticas, asi como en acabados de telas, estos usos abarcan el 80%
de la utilizacién total. Otros usos menores, son en agricultura, en medicina como
desinfectante y conservador (en patologia, histologia y embalsamientos) también en
varios productos de consumo (cosméticos e incluso alimentos) como biocida y
conservador [NTP, 2007].

Es un contaminante de ambientes interiores, entre las fuentes de emision
dentro de una casa estan los materiales de construccion, el humo del cigarro,
productos de limpieza, el uso de dispositivos quemadores de combustibles no
ventilados, como estufas de gas o calentadores de queroseno, las fuentes mas
importantes de emision de formaldehido son productos de madera comprimida que
usan adhesivos hechos a base de resinas de urea-formaldehido [EPA, 2012]. También
se encuentra en el exterior, como producto de combustiones de materia organica, y
de los motores de combustion de automoviles [INE, 2010]. El formaldehido, también
se forma a partir de reacciones secundarias fotoquimicas en el aire que involucran toda
clase de hidrocarburos contaminantes.

Los trabajadores pueden inhalar el formaldehido como gas o vapor o
absorberlo a través de la piel como liquido. Pueden estar expuestos en el tratamiento
de textiles o la produccion de resinas. Ademas de profesionales del cuidado de salud y
técnicos de laboratorios médicos, otros grupos potencialmente en riesgo incluyen
trabajadores de mortuorios asi como estudiantes y maestros que manejan
especimenes biologicos preservados con formaldehido o formalina (también llamado
formol). Trabajadores industriales y embalsamadores expuestos a altas
7Y 23
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concentraciones de formaldehido desarrollaron leucemia mieloide y tipos raros de
cancer como sinonasal y nasofaringeal. Los mecanismos por los cuales el formaldehido
causa cancer no estan completamente entendidos, sin embargo, se sabe que causa
dano genético en el seno nasal de animales [IARC, 2006].

Desde las primeras exposiciones puede provocar alteraciones en el sistema
inmune. Concentraciones arriba de 0.1 ppm, pueden causar irritacion en el tracto
respiratorio. Exposiciones agudas provocan una gran irritacion en ojos, nariz y
garganta, provoca tos Yy dificultad respiratoria. Exposiciones subsecuentes pueden
causar severas reacciones alérgicas a la piel, ojos y tracto respiratorio. La ingestion de
formaldehido puede ser fatal y en exposiciones a largo plazo y con niveles bajos en el
aire sobre la piel pueden causar problemas respiratorios como asma e irritacion de la
piel como dermatitis y comezdn. El formaldehido puede causar cancer. Algunos
organismos consideran que concentraciones de |00 ppm, son peligrosas
inmediatamente para la vida y la salud. Sin embargo, el National Institute of Occupational
Safety and Health (NIOSH) considera 20 ppm,, como concentracién peligrosa

inmediata para la vida y la salud.

La Occupational Safety and Health Administration (OSHA) establece los limites de
exposicion permisibles, en el espacio de trabajo es de 0.75 partes de formaldehido por
un millén de partes de aire base volumen (i.e 0.75 ppmy) en un tiempo promedio de
trabajo de 8 horas. El segundo limite es para una exposicion de corto tiempo, 2 ppmy
es la maxima concentracion permitida en un periodo de |5 minutos; 0.5 ppmy es la
concentracion a la cual debe tenerse mayor vigilancia y monitoreo sobre la higiene del

espacio de trabajo y a la cual el trabajador deber recibir atencion médica [OSHA,
2011].

2.3 Tecnologias de tratamiento de aire

Para el control de contaminantes en efluentes gaseosos hay dos opciones, una
es por medio del manejo de las emisiones ya sea reduciéndolas o eliminandolas
totalmente, lo cual se puede lograr haciendo cambios en la materia prima utilizada o
con la reingenieria del proceso. La otra forma de control es mediante el tratamiento
de los gases emitidos, puede ser de forma fisicoquimica o biolégica. Los tratamientos
fisicoquimicos regularmente se limitan a pasar un contaminante de una fase a otra, para
su recuperacion y confinamiento en muchos casos, en otros puede haber recuperacion
y reutilizacion. Se ha visto que los tratamientos biologicos funcionan bien para flujos de
carga altos y bajas concentraciones (0<I0 gm-3), para todo lo demas se recomiendan
tratamientos fisicoquimicos especificos [Devinny et al., 1999; Sharefdeen y Singh, 2004].
En la Figura | se muestra una grafica donde se relacionan dos variables importantes
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para la seleccion del tipo de tratamiento, la relacion de concentracion y flujo
volumétrico.

Figura |. Grifico reproducido de Biotechnology of odor and air pollution control de Sharefdeen y
Singh, 2004.

Otras limitantes en la seleccion del tratamiento estan determinadas por
cuestiones econdmicas y ambientales, también es necesario tomar en cuenta la
naturaleza del contaminante y el modo de emision del efluente contaminado. En
algunos casos se utiliza una combinacién de los sistemas de tratamiento para cumplir
con estandares de regulacion [Devinny et al., 1999].

2.3.1 Métodos Fisicoquimicos

2.3.1.1 Condensacion

Es util para contaminantes gaseosos concentrados y de elevado punto de
ebullicion. Son recuperados por enfriamiento y compresion de vapores gaseosos. Esta
técnica es economicamente factible sdlo para contaminantes cuya recuperacion es
valiosa o cuando interesa reciclarlos. No es posible reciclar el contaminante si el
efluente a tratar es una mezcla de gases. Usualmente después de esta etapa se
requieren otros tratamientos para cumplir con estandares de regulacion [Devinny et
al,, 1999]

2.3.1.2 Incineracion

La incineracidn térmica y catalitica son tratamientos muy efectivos y utilizados
para efluentes gaseosos. La incineracion térmica consiste en la combustion de los
contaminantes a temperaturas entre 700 y 1400 °C. La incineracion catalitica permite
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temperaturas entre 300 y 700 °C con catalizadores como el platino, paladio y rubidio.
La incineracion es la técnica secundaria mas utilizada, pero sus costos son muy altos
para corrientes con bajas concentraciones ya que la demanda de combustible es muy
alta. Sin embargo este tratamiento es poco amigable con el ambiente, produce oxidos
de nitrégeno (NOy) y dioxinas que son altamente carcinogenas. Se recomienda para

flujos moderados y altas concentraciones [Devinny et al., 1999]
2.3.1.3 Adsorcion

Se recomienda para bajas concentraciones, generalmente se lleva a cabo en
lechos fijos o fluidizados sobre material como carbon activado o zeolita. Generalmente
se utiliza para el tratamiento de COV con baja presién de vapor y altos pesos
moleculares. La eficacia de un sistema con carbdn activado depende de la velocidad de
flujo, la carga total de COV en la corriente y los componentes individuales de COV.
Una desventaja de este tratamiento es que el material tiene que regenerarse cuando se
satura. Esto se hace con vapor o con aire caliente, lo cual eleva el costo del
tratamiento, en algunos casos resulta mas econdmico incinerarlo o realizar la
disposicion final del adsorbente [Devinny et al., 1999].

2.3.1.4 Absorcioén

Remueve los contaminantes con una solucion absorbente (scrubbing) que
también llaman solucion de depuracion o solucion de lavado de la fase gaseosa.
Consiste en una transferencia de contaminantes de la fase liquida a la gaseosa, por ello
es necesaria una eficiente transferencia de masa a través de una columna empacada o
de burbujas. Como solucion scrubbing generalmente se utiliza agua. La mayoria de los
contaminantes modifican el pH de la columna el cual debe mantenerse en un rango
optimo que garantice la solubilidad de gases acidos o basicos. En el caso de
contaminantes hidrofobicos se utilizan solventes organicos. Una vez que la
transferencia del contaminante ha ocurrido se requiere tratar la fase liquida. [Devinny

et al., 1999]
2.3.1.5 Sistemas de Membranas

Los sistemas de membranas pueden utilizarse para transferir COV de una
corriente de aire a una fase acuosa. En un sistema de separacion de membranas, la
corriente de gas se comprime, se condensa y en seguida se lleva a cabo la separacion
por membrana. Durante la compresion se puede mantener una presion de 310 y 1400
kPa, la cual es mayor que la presion del permeado de la membrana. Este diferencial de
presion es la fuerza motriz de la separacion mediante membranas. La mezcla
comprimida puede ser procesada a través de un condensador donde las porciones de
vapores organicos son recuperadas. La corriente de aire remante es pasada a través de
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la superficie de una membrana hidrofobica microporosa construida de materiales como
polietiieno o polipropileno. La membrana provee alta permeabilidad del gas sin
permitir que la mezcla (bulk) se transporte a través de la membrana. Los poros de la
membrana permanecen llenos con agua y los vapores organicos son transferidos a
través de la membrana por diferencia de presiones. Los productos resultantes son una
corriente de aire que contiene compuestos organicos. Este proceso requiere un
tratamiento posterior del permeado liquido para disposicion de COV o reciclado
[Devinny et al., 1999].

2.3.2 Métodos Bioldgicos

Los métodos biologicos son econdmicamente viables para el tratamiento de
flujos volumétricos altos con bajas concentraciones de contaminante. Los reactores
biolégicos hacen uso de las reacciones metabdlicas de microrganismos para tratar los
efluentes, a través de reacciones de oxidacién y en algunos casos de reduccion, los
contaminantes son convertidos a didoxido de carbono, vapor de agua y biomasa. Los
contaminantes de interés deben ser biodegradables y no téxicos para el microrganismo
para asegurar el éxito del tratamiento. Generalmente son contaminantes de bajo peso
molecular y altamente solubles en agua y con estructuras de enlaces de union sencillos,
como el metanol y el formaldehido, entre otros. Algunas familias de compuestos que
pueden ser tratados eficientemente son los alcoholes, aldehidos, cetonas y en algunos
casos compuestos aromaticos simples [Devinny et al., 1999].

2.3.2.1 Biofiltros

La biofiltracion utiliza microrganismos fijos en un medio poroso para eliminar
los contaminantes presentes en una corriente de aire. Los microrganismos crecen en
una biopelicula sobre la superficie de un medio poroso o estan suspendidos en la fase
liquida en las particulas del medio que los rodea. El medio del lecho puede ser de
origen natural o sintético, si es natural sirve también como fuente de nutrientes. Es
necesario que estos medios provean grandes areas superficiales para garantizar un
mayor contacto entre el contaminante y los microrganismos. Al pasar la corriente de
aire a través del lecho, los contaminantes son sorbidos en la biopelicula y en el medio
del filtro, donde son biodegradados. Los biofiltros son sistemas que combinan varios
fendmenos: adsorcién, absorcién, biodegradacion y desorcion de contaminantes en
fase gaseosa. Generalmente se les adiciona agua para controlar la humedad y para
proveer nutrientes. La efectividad de un biofiltro depende de las propiedades y
caracteristicas del medio de soporte, entre las cuales estan la porosidad, grado de
compactacién, capacidad de retencion de agua y la habilidad de hospedar
microorganismos. Los parametros criticos para la operacion y rendimiento de un
biofiltro son el inoculo, el pH del medio, la temperatura y la humedad del medio
ademas del contenido de nutrientes simples [Devinny et al., 1999; Baltzis et al, 1997].

.‘.‘.\\
vt M. G. Maldonado Diaz



Biofiltracion de altas concentraciones de formaldehido bajo la adicion continua de ozono
MARCO TEORICO

Otros factores importantes incluyen a las cinéticas de biodegradacion, la disponibilidad
de oxigeno en la biopelicula, la ecologia microbiana y la distribucion espacial de las
biopeliculas resultan importantes en el desempeno del biofiltro [Baltzis et al., 1997].

En la Figura 2 se muestra un esquema general de un biofiltro convencional,
donde se tienen dos acercamientos (zoom). En el primero se ve como existen espacios
entre las particulas por los cuales puede circular la corriente gaseosa que contiene al
contaminante y que ademas estas particulas estan rodeadas de una capa liquida en la
que los compuestos son disueltos (en el caso de ser compuestos hidrofilicos) y asi
biodisponibles para los microorganismos. En el siguiente acercamiento se esquematiza
la necesidad de que el oxigeno (O7) penetre la biopelicula para que se lleve a cabo la
degradacion del contaminante de concentraciéon Cg e idealmente forme dioxido de

carbono (CO3) como subproducto final.

Aire contaminado

l, Fase solida

Fase de aire

Fase liquida/Biopelicula

Diéxido de carbono
Vapor de agua

Figura 2. Esquema comun de un biofiltro convencional. Imagen reproducida de
Biofiltration for air pollution control, Devinny et al., 1999.

2.3.2.2 Filtros percoladores (Biotrickling filters)

En estos sistemas los contaminantes gaseosos son absorbidos en una fase
liquida libre antes de ser degradados por microorganismos inmovilizados o
suspendidos. En los filtros percoladores, los microorganismos estan fijos al material de
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empaque inorganico principalmente y también pueden haber microorganismos
suspendidos en la fase acuosa capaces de degradar contaminantes absorbidos mientras
pasan a través del reactor. La presencia y concentracion de microorganismos
suspendidos en la fase liquida dependeran de las condiciones de operacién del biofiltro
percolador. Pueden operar con flujos a contra corriente o paralelamente (co-counter).

En la corriente de circulacién de agua deben proveerse nutrientes, acidos o
bases, para mantener un ambiente Ooptimo que permita el crecimiento y un buen
rendimiento del biofiltro sin producir exceso de biomasa [Devinny et al., 1999].

2.3.2.3 Biolavadores

Antes de que la absorcion inicial de contaminante ocurra, la degradacion de
contaminantes es llevada a cabo por un consorcio de microorganismos en un reactor
separado La absorcion puede llevarse a cabo en una columna empacada, una torre de
aspersion o en una columna de burbuja. El agua luego es transferida a un reactor
separado donde las condiciones ambientales para la degradacion son mantenidas. La
fase de agua libre beneficia a los biofiltros percoladores y a los biolavadores
proveyendo continuamente nutrientes, removiendo posibles compuestos toxicos,
ademas suspende la biomasa y ayuda a la difusion de contaminantes hidrofilicos hacia la
biopelicula [Devinny et al., 1999].

2.3.3 Ventajas y desventajas de los sistemas de tratamiento

La seleccion del sistema de tratamiento es funcion del tipo de contaminante, las
caracteristicas del efluente como velocidad de flujo, carga o concentracion. En la
Tabla 2 se describen las ventajas y desventajas de algunos tratamientos.

Tabla 2. Ventajas vs. desventajas de sistemas de tratamiento

Tecnologia  Ventajas Desventajas

de control

Biofiltracion Bajos costos de operaciéon y de Requiere de grandes areas
inversion. superficiales.
Remocion  efectiva de los Puede ocurrir deterioracion del
compuestos. medio filtrante.
Baja caida de presion. No se recomienda  para

corrientes con altas

concentraciones.
No produce mas corrientes de Resulta dificil controlar la

desecho. humedad y el pH.
La materia particulada puede
ocasionar el taponamiento

(clogging) del medio.
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Tabla 2(Continuacion). Ventajas vs. desventajas de sistemas de tratamiento

Tecnologia  Ventajas Desventajas
de control
Filtros Tiene un mediano costo de Taponamiento por biomasa.

percoladores

operacién y de inversion.
Remocion
compuestos.

Puede tratar contaminantes que

producen acido.
Bajas caidas de presion.

efectiva de los

Mas complejo de construir y de
operar.
Produce mas
desecho.

corrientes de

Biolavadores

Bajo costo de inversion.
Remocién efectiva de olores.

No requiere
medio.
Puede operar con
humedas de gas.

Puede manejar altas velocidades

de flujo.
Tiene
varias cargas.

disposicion  del

corrientes

la habilidad de manejar

Altos costos de operacion.

Necesita sistemas de
alimentacion  para  quimicos
complejos.

No remueve todos los COV.

Requiere de adicion continua de
agua.

Requiere nodos de
mantenimiento frecuentemente.

Adsorcién en
carbén

Cortos tiempos de
unidades pequenas.

Remocién efectiva de compuestos.
Adecuado para cargas bajas o

moderadas.

Operaciodn consistente y segura.

retencion/

Altos costos de operacion.

Costos moderados de inversion.
La vida de carbén se reduce por
la humedad de la corriente
gaseosa.
Crea corrientes secundarias de
desecho.

Incineracion

Sistema simple.

Remocion efectiva de compuestos.

Adecuado para cargas muy altas.

De rendimiento uniforme y seguro

Requiere de area pequena.

Altos costos de operacion e
inversion.

Flujos altos con bajas
concentraciones no son
econdémicamente viables.

Produce una corriente

secundaria de desechos.
De escrutinio publico.

Tabla tomada de Biofiltration for air pollution control, Devinny et al., 1999.
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2.3.3.1Problemas principales en la biofiltracién

Como ya se menciond (secciéon 0), entre los sistemas de tratamiento estan los
biolégicos donde se situa la biofiltracion, la cual resulta de interés, por sus ventajas
respecto a otras tecnologias de las cuales sobresale su bajo costo de operacion y de
inversion. Entre las desventajas que reporta Devinny et al. (1999) esta el taponamiento
del biofiltro y las bajas concentraciones que se pueden tratar. Diversos autores han
desarrollado estrategias para evitar el taponamiento y la formacion de canales, asi
como la distribucion heterogénea de la biomasa, entre estos métodos encontramos
fisicos, quimicos, bioldgicos, algunas estrategias en la operacién y hasta nuevos disenos
de biofiltros.

Entre los retos que enfrenta la biofiltracion estan las bajas concentraciones de
contaminante que puede soportar el sistema [Devinny et al,, 1999]; el tratamiento de
compuestos recalcitrantes (p. ej. o-clorobenceno,) o poco biodegradables; el bajo
grado de mineralizacion que presentan algunos compuestos; los choques de carga
caracteristicos de la industria, ya sean altas o bajas cargas en determinados periodos de
tiempo; el control de temperatura para lugares con temperaturas extremas y el
control de pH para los sistemas que tienden a acidificarse, como sucede en el caso del
formaldehido; finalmente estd el taponamiento que es la acumulacién de biomasa
ocasionada en largos periodos de operacion de un biofiltro.

A continuacion se describe con mas detalle de qué trata el taponamiento y
porqué es importante encontrar una nueva estrategia que abata eficazmente este
problema. Durante la operacion de los biofiltros en la degradacion de un CQOV, entre
un 50-80% del carbono es convertido a CO,, un 2% a subproductos de degradacion
(catabolismo) y entre un 20-50% es asimilado por los microorganismos para su
crecimiento (anabolismo)[Madigan et al., 2004]. Por lo tanto, a través del tiempo los
sistemas de biofiltracion tienden a acumular biomasa, generando el taponamiento del
biofiltro, que representa uno de los principales cuellos de botella en el uso de esta
tecnologia. Asi que para mantener el buen desempeno del biofiltro en largos periodos
de operacion, es importante disminuir la formacion excesiva de biomasa
(taponamiento o clogging en inglés), que se traduce en bajas eficiencias de remocion y
altos costos de operacion [Devinny et al., 199].

El taponamiento es un fendmeno complejo determinado por diversos factores
como las caracteristicas estructurales del material de empaque, las caracteristicas
biolégicas de los microorganismos y las propiedades fisicoquimicas de los compuestos
involucrados. En otras palabras, depende de la velocidad de degradacién microbianas y
de los coeficientes de Henry, la fuerza mecanica y la morfologia de la biopelicula,
especialmente de su densidad [Okkerse et al., 1999].
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El taponamiento en biofiltros es muy comun debido al crecimiento excesivo de
los microorganismos, provoca inconvenientes como altas caidas de presion; genera
zonas anaerobias en el biofiltro, ya que el exceso de biomasa no permite que el
oxigeno sea transportado hacia niveles profundos en la biopelicula. Estas zonas
anaerobias también son producto de la mineralizacion de la biomasa, se caracterizan
por presentar areas oscuras café/negras sobre el material de crecimiento [Okkerse et
al., 1999].

La caida de presion en el lecho es un aspecto clave para el rendimiento de un
biofiltro. Afecta el consumo de energia de los compresores, el cual contribuye a elevar
el costo de operacion. El aumento en la caida de presion como resultado del
desarrollo de biomasa en biofiltros, puede ser explicado por la disminucion de la
fraccion vacia y por la degradacion de la matriz de soporte en caso de utilizar medios
de soporte naturales [Y. Jin et al., 2007].

Otros inconvenientes son la acumulacién irregular de biomasa y la generacion
de corto-circuito (corrientes de contaminantes sin tratar); estos inconvenientes se ven
reflejados en la disminucion de la eficiencia de remocion. La mayoria de los métodos
que se utilizan para controlar el taponamiento, requieren de tiempo para su
realizacion, generando tiempos muertos de operacion.

Por ello es importante mantener un espesor de biopelicula adecuado
(biopelicula superficial), que permita bajas caidas de presidn, area superficial total
efectiva, adecuada difusion de nutrientes, oxigeno y contaminantes; para conseguirlo
diferentes investigadores han implementado algunas estrategias. Se pueden clasificar de
forma general en métodos fisicos, biologicos y quimicos, también se han utilizado
combinaciones de estos métodos, se han implementado estrategias de operacion y
nuevos disenos de biofiltros.

2.3.3.2Estrategias utilizadas para recuperar y mantener el desempeno en
la biofiltracion, especificamente por problemas de taponamiento

Entre los métodos fisicos y quimicos estan los retrolavados que consisten en
suministrar al biofiltro flujos altos de soluciones liquidas que pueden ser desde agua
destilada hasta soluciones de hidréxido de sodio o hipoclorito de sodio, también se ha
evaluado el llenado y drenado con agua a varias temperaturas (30-60°C), burbujeo de
aire a diferentes flujos y temperaturas [Mendoza et al, 2004; Alonso et al, 1997,
Weber y Hartmans, 1996; Soria et al., 1997] o bien incrementando la velocidad de flujo
de la solucidn nutriente [Y. Jin et al., 2007]. Los inconvenientes de estos métodos son
que se crean efluentes extras (la solucion de retrolavado y lavado del lecho), produce
tiempos muertos mientras se lleva a cabo el lavado, demanda un tiempo de
recuperacion de actividad metabdlica para alcanzar la Eficiencia de Remocion (ER)
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original antes del tratamiento. Puede provocar inhibicién de los microorganismos por
el incremento de pH segun sea la concentracion de NaOH que se use, como muestra
Mendoza et al. (2004), también se puede provocar la formacién de espuma, como
observé en el retrolavado con una solucion de bromuro de hexadeciltrimetilamonio
(HTAB) un detergente. También estan el lavado o llenado con soluciones quimicas
que contienen oxidantes, surfactantes, bactericidas, etc. [Yang et al., 2010].

Los métodos bioldgicos pueden resultar econdmicamente rentables y amigables
con el medio ambiente. La depredacion biologica es considerada como el método
biolégico mas prometedor. Esta basado en los principios ecologicos de las piramides
ecologicas, niveles troficos y alimentacion de las cadenas troficas. Se han utilizado
larvas de mosca [Yang et al, 2004], protozoarios, metazoarios y nematodos [Ratsak et
al. 1994; Cox y Deshusses, 1998; Cox y Deshusses, 1999] para disminuir el espesor de
biopelicula.

La limitacion de algin nutriente esencial para el crecimiento de
microorganismos como puede ser nitrogeno, fosforo o potasio provoca una reduccion
de la velocidad de formacion de biomasa. Sin embargo esto frecuentemente reduce el
rendimiento en el reactor [Kennes y Veiga, 2002; Wiibbeker et al, 1997; Rinh et al,
1997; Soria et al., 1997].

Segln la ley de Liebig' un nutriente determina la cantidad méxima de biomasa,
asi la inanicion puede controlar el crecimiento y la actividad de biopeliculas por el
decremento de las concentraciones de uno o mas nutrientes limitantes para un
biofiltro. Después de la inanicién es necesario un tiempo de readaptacion, de horas o
dias, para recuperar las eficiencias de remocion iniciales. La ventaja de este método a
nivel industrial es el ahorro energético por el apagado de los sopladores y la bomba de
recirculacion de liquido durante la inanicién sin efectos adversos mas que la
recuperacion de la Capacidad de Eliminacion. La desventaja es la presencia de malos
olores o corrosion, como resultado de condiciones anaerobias en la biopelicula.
Ademas se debe tener en cuenta que los tiempos de inanicion son tiempos muertos en
el tratamiento del COV, a menos que se tengan biofiltros que trabajen
intermitentemente, es decir cuando uno esta en inanicion el otro entra en operacion y
asi sucesivamente, lo cual implica también mayor costo de inversion.

"La ley del minimo de Liebig dice que el nutriente que se encuentra menos disponible es el que limita la
produccién, aun cuando los demas estén en cantidades suficientes [Sitio Web 1]
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2.3.4 Biofiltracion de formaldehido

Existen varios estudios que han utilizado el formaldehido como contaminante
modelo en la biofiltracién. Los mas completos son de Prado et al., [2004, 2006 y 2008].
En el 2004 traté una mezcla de metanol con formaldehido y estudio los efectos de las
concentraciones de cada compuesto sobre la degradacion del otro; encontré que la
concentracion del metanol puede afectar la degradacién de formaldehido ya que al ser
mas biodegradable los microorganismos prefieren su consumo antes de asimilar al
formaldehido; reporté una maxima capacidad de eliminacion (CE) de formaldehido de
[12 gm-3h-!, ocasionalmente de 180 gm-3h-! con una concentracién de 0.9 gm-3 y un
EBRT de 20.7 s, con una ER de 80%, y una caida de presion de 121.2 mm de agua m-
lde reactor. En otro sistema donde no renové el medio nutritivo experimentd una
acidificacion (pH=4.2) y lo atribuy6 a que la fuente de nitrogeno era amonio y a que la
solucion alimentada no tenia buffer; ademas no pudo recuperar la capacidad de
eliminacion del biofiltro mediante lavados.

En el 2006, estudio el efecto de la fuente de nitrégeno, observando que la
eficiencia de remocién disminuye ligeramente si se usa nitrato en lugar de amonio,
también encontré menos del 3% de metanol y formaldehido en lixiviados. Alcanzé una
méaxima CE de 101 gm-3h-!. De los estudios en lote comprobé que el pH influye en la
actividad microbiana, mostrando una CE mucha mas rapida a pH 7.5 que a pH 4.0 y
5.5. En un biofiltro de lecho escurrido operado por mas de dos meses, también evalud
que a pH menores a cinco la eficiencia de remocion bajé de 80% a 50%. En el 2008
estudio una mezcla mas compleja de contaminantes (formaldehido, metanol,
dimetiléter y monoxido de carbono de emisiones gaseosas de industrias productoras
de resinas) que involucran al formaldehido. Es importante mencionar que en los
estudios realizados por Prado et al. (2004, 2006, 2008), no se reporto6 la estabilidad del
sistema al tratar altas cargas de formaldehido, las CE maximas reportadas se
alcanzaron en cuestion de horas, inclusive esto aplica a los resultados obtenidos a
cargas intermedias que van de 40 a 100gm™h".

Entre los principales problemas que se tiene con la biofiltracion de
formaldehido esta la acidificacion del sistema y las bajas concentraciones que se pueden
tratar. Mas adelante (Seccion 2.6.2) se propone una estrategia que puede solucionar
estos dos problemas.

2.4Biodegradacion de formaldehido
2.4.1Microorganismos y rutas metabélicas reportadas

El formaldehido puede ser biodegradado de dos formas: anaerobia [Zijin y
Hageman, 1997] y aerobia [Kato et al, 1983]. A continuacion se presenta la
biodegradacion en presencia de oxigeno. El formaldehido puede ser degradado
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facilmente por muchos microorganismos incluyendo bacterias, cianobacterias, hongos y
levaduras (3) Los microorganismos que utilizan el formaldehido y otros compuestos de
un carbono (Cj) se dividen en metilotrofos (e.g. Bacillus, Pseudomonas, Arthrobacter,
Methylomonas) y autotrofos (e.g. Alcaligenes, Rhodobacter, Rhodospirillium, Xanthobacter,
etc.)

Tabla 3. Microorganismos que degradan formaldehido

Microorganismo Condiciones Referencia

BACTERIAS

Bacteria autotrofica Aerobias *(Dijkhuizen et al., 1992)

Bacillus sp. Aerobias *(Arfman et al,, 1992; Al-Awadhi et al,
1990)

Cepas de Enterobacteriaceae Aerobias *(Daulfers y Marquardt, 1991)

Cultivo mixto Aerobias *(Behrens y Hannes, 1984; Behrens et al.,
1985)

Bacterias Metanotroficas Aerobias *(Dijkhuizen et al., 1992, Romanovskaya
et al,, 1992)

Bacterias Metilotroéficas Aerobias *(Attwood an Quayle, 1984, Baev et dl.,
1992; Kelly et al., 1994; Dijkhuizen et al,
1992)

Methylobacterium extorquens y Aerobias Maiuta et al., 2009

M. radiotolerans

Ralstonia eutropha (syn: Aerobias Habibi y Vahabzadeh, 2013

Alcaligenes eutrophus)

Hyphomicrobium X Anaerobia Poels y Duine, 1989

Methanosarcina sp., Anaerobia Pereira y Zaiat, 2009

Rhodococcus erythropolis Aerobia Hidalgo et al., 2002

Nocardia sp. 239 Aerobias *Van Ophem y Duine, 1990

Pseudomonas putida A2 Aerobias *Adroer et al., 1990

Pseudomonas putida, P. Aerobias Maiuta et al., 2009

mendocina y P.

pseudoalcaligenes

Cultivo metanogénico Anaerobias *(Bhattacharya and Parkin, 1988; Sharma
etal.,, 1994

HONGOS

Trichoderma harzianumin Aerobias *(Larsson, 1991)
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Tabla 3 (Continuacion). Microorganismos que degradan formaldehido

Microorganismo Condiciones Referencia

CIANOBACTERIAS

Anabaena macrospora y Aerobias *(Yamada et al,, 1991)

Phormidium tenue

LEVADURAS

Candida  boidinii y  Pichia Aerobias *(Murdanoto et al., 1995; Sakai, 1995)
methanolica

Hansenula polymorpha Aerobia Kaszycki et al., 2001

*Informacion tomada de libro Handbook on Biodegradation and biological treatment of
hazardous organic compounds, Agteren, 1998.

El formaldehido es intermediario anabdlico y catabdlico de varias rutas, como
se ve en la Figura 3 para la sintesis de material celular, principalmente por la ruta de
compuestos C3.

Figura 3. Ruta de degradacion del formaldehido

donde XuMP es xilosa monofosfato y RuMP ribulosa monofosfato (Reproducida del libro
Handbook on biodegradation and biological treatment of hazardous organic compounds, Agteren,
1998).

En la ruta de la serina el diéxido de carbono y el formaldehido son fijados, en la
ruta de la ribulosa monofosfato (RuMP) se lleva a cabo la fijacion de formaldehido y en
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el ciclo de la xilosa monofosfato (XuMP) se lleva la fijacion del formaldehido en las
levaduras. Agteren (1998) reporta que la form(aldehido) deshidrogenasa es quien juega
el papel mas importante en la biodegradacion de formaldehido. Sin embargo otros
autores, también muestran que la formaldehido dismutasa juega un papel importante
en la biodegradacion del formaldehido [Kato et al. 1983; Adroer et al., 1990]. Entonces
dependiendo del microorganismo una u otra ruta se vera favorecida; en principio,
ambas son factibles.

2.5 Sustancias Poliméricas Extracelulares (EPS) en biopeliculas

Las biopeliculas son la forma de vida mas abundante sobre la tierra, gracias a la
cual los microorganismos pueden tolerar grandes cantidades de biocidas [Costernon y
Lewandowski, 1995; Fleming, 2002]. Son agregaciones de microorganismos embebidos
en una matriz de macromoléculas poliméricas, las sustancias poliméricas extracelulares
(EPS, por sus siglas en Inglés), los cuales crecen adjuntos a una superficie solida
[Rittmann y McCarty, 2001]. Por definicion las EPS se encuentran en el exterior de la
célula, su composicion puede ser resultado de diferentes procesos: secrecion activa
(transporte activo), excrecion de material superficial celular, lisis celular y adsorcion
desde el ambiente. [Wingender et al, 1999]. Entre estas sustancias se encuentran
principalmente carbohidratos, proteinas, acidos urénicos, acidos nucleicos y sustancias
humicas [Nielsen et al., 1997].

Entre las funciones de la matriz de EPS estan la adhesion a superficies,
agregacion de células de bacterias en floculos y biopeliculas, estabilizacion de la
estructura de biopelicula, formacion de una barra protectora que provea resistencia
hacia los biocidas, metales, toxinas, fagocitosis y proteccion contra algunas especies
depredadoras, también tiene proteccion por las exoenzimas que son secretadas por las
células, las cuales pueden ser atrapadas en la red polimérica (EPS) y mediante llevar a
cabo reacciones de complejacion con metales toxicos, minerales, etc. [Fleming, 2002];
ademas ayudan a la retencion de agua, sorcion de compuestos organicos exogenos
para la acumulacion de nutrientes desde el ambiente, y acumulacion de actividades
enzimaticas como por ejemplo la digestion de macromoléculas para la asimilacion de
nutrientes [Laspidou y Rittmann, 2002].

2.5.1 Mecanismos de Sintesis de biopelicula

A pesar de que los mecanismos de sintesis de EPS en la formacion de
biopeliculas son poco claros, se sabe que es un proceso de desarrollo, una bacteria
cambia de un estilo de vida unicelular nomada o un estado multicelular sedentario
donde el crecimiento subsecuente resulta en comunidades estructuradas y de
diferenciacion celular. El modelo hipotético de desarrollo para una biopelicula se basa
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en dos tipos de vida unicelular, las bacterias no motiles (sin movimiento) y las motiles
(con movimiento) [Lemon et al., 2008].

Las especies no motiles, cuando las condiciones son propicias para la formacion
de una biopelicula (Figura 4), comienzan a incrementar la expresion de adhesinas
(proteinas que permite que se adhieran) sobre su superficie, es decir, incrementan su
“pegajosidad”. Esta caracteristica promueve la adherencia célula-célula, cuando existe
una superficie para desarrollarse. Existen otras proteinas como la Bap" que promueve
la interaccion celular y contribuye a la formacion de la matriz extracelular. Asi mismo

estas especies producen polisacaridos extracelulares que forman parte de la matriz de
EPS [Lemon et al., 2008].

Figura 4. Modelo general para la formacion de bacterias no motiles.

Las lineas gruesas grises representan las superficies. (Panel superior) Para iniciar la formacion
de células no motiles las céulas incrementan la expresion de adhesinas. (Panel inferior) Se
muestra el resultado de la adhesién a la superficie, donde las células estan embebidas en una
matriz formando una biopelicula [Tomado de Bacterial biofilms: A general model for biofilm
development de Lemon et al., 2008].

Las especies motiles, cuando estan en condiciones de formar una biopelicula, se
localizan en una superficie, pierden su motilidad y comienzan a producir la matriz
extracelular que las mantiene juntas (Figura 5) [Lemon et al, 2008]. Se ha visto
también que especies motiles que han sido modificadas genéticamente inmovilizando

" Biofilm associated protein, que se ha encontrado en la formacién de biopeliculas de Bacillus
subtilis y Staphylococcus [Lemon et al., 2008; Tormo et a.l, 2002]
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los flagelos, son incapaces de formar biopelicula, sin poder siquiera adherirse a una
superficie; por lo que se piensa que los flagelos ayudan a adherirse a la superficie y una
vez iniciada la adhesion segregan EPS y se van adhiriendo mas células que al estar
unidas entre si, pierden su motilidad [Lemon et al., 2007].

Figura 5. Modelo general para la formacion de biopelicula por bacterias motiles.

Las lineas gruesas grises representan las superficies. (Panel superior) Motiles, transicién de
células plancténicas a no motiles, produccion de matriz, y células adheridas a una superficie en
forma de biopelicula. (Panel inferior) Subsiguiente, células diferenciadas en la biopelicula.

Entre los factores ambientales favorables para la formacion de una biopelicula
(presencia de una superficie, agentes biocidas y oxidantes, etc.) y las respuestas
fisiologicas (secrecion de proteinas y carbohidratos) estan los mecanismos moleculares
involucrados. La formacion de una biopelicula puede dividirse en cinco etapas
genéticamente distintas:

Adherencia inicial a una superficie

Formacion de una monocapa

Migracion a una forma de multicapas de colonias

Produccién de la matriz extracelular

Maduracion de la biopelicula con arquitectura caracteristica de tres

i bW —

dimensiones.

La produccion de las EPS se encuentra en todas las etapas después de la adhesion
inicial a la superficie [Lemon et al., 2008].
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Se ha encontrado, en las gama proteobacterias, que la respuesta a factores
ambientales esta regulada por el factor sigma RpoS (032, 0S). A grosso modo, RpoS
interviene en las respuestas a las condiciones fisicas, quimicas y biologicas del ambiente
que resultan en un cambio de crecimiento maximo a un crecimiento reducido o
incluso en un nivel de mantenimiento de metabolismo (es decir, no hay crecimiento
celular). Esto se induce por condiciones ambientales de estrés como estrés oxidativo,
radiacion UV cercana, choques de calor, hiperosmolaridad (altas concentraciones de
sales), pH acido y tratamiento con etanol, etc. Las deficiencias en nutrientes como
fosforo y amonio, la acumulacion de metabolitos y altas densidades celulares también
inducen fuertemente a la respuesta del estrés general dependiente de RpoS. La
expresion de este factor incrementa la resistencia de las células hacia antibidticos y
otros biocidas, regulando el crecimiento celular ya que puede reducir el crecimiento
de un maximo a minimo e incluso hasta provocar metabolismo de mantenimiento
celular [Spormann, 2008].

Se ha visto también que el factor RpoS provoca altas densidades celulares y que
la carencia de este puede limitar la formacién de la biopelicula [Mah y O’ Toole, 2001].
Lo cual describe al factor RpoS como una proteina que tiene la capacidad de inducir la
formacion de biopeliculas y que ademas puede regular el crecimiento celular en
condiciones de estrés.

De manera general, la formacién de una biopelicula como la resistencia a los
biocidas depende de respuestas reguladas por factores externos y metabdlicos
(expresion de proteinas, polisacaridos, etc.).

2.5.2 Mecanismos de resistencia hacia los biocidas en las biopeliculas

Cuando se trabaja con sustancias utilizadas como biocidas en tratamientos de
desinfeccion de agua (ozono) y como conservador o antiséptico de pinturas y tejidos
organicos (formaldehido), resulta importante conocer los mecanismos de resistencia
hacia los biocidas. Los microorganismos desarrollados en biopeliculas tienen mayor
tolerancia a los biocidas, entre 10 y 1000 veces mas, que las células planctonicas (vida
de forma libre) [Mah y O’Toole, 2001].

Entre los mecanismos de resistencia de las biopeliculas hacia factores
ambientales adversos, como la presencia de biocidas y agentes oxidantes, estd la
secrecion de EPS, la cual actia como barrera protectora limitando la difusion del biocida
(no aplica para todas las moléculas, algunas muy pequefas pueden atravesar esta
barrera) hacia el interior de la biopelicula o reaccionando con los biocidas oxidantes,
cloro y ozono. En ambos casos se forma un gradiente de concentracidon hacia el
interior de la matriz de EPS [Mah y O’Toole, 2001]. Por otro lado, se ha observado
que la tolerancia contra el peroxido de hidrogeno (otro biocida) frecuentemente esta
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acompanado de un incremento en la actividad de la catalasa [Morton et al.,, 1998]. Por
otro lado, Wang et al. (2009) reportaron mejoramiento en el desempeno de un
biofiltro que trata o-clorobenceno por la presencia de ozono, aunque no atribuido a una
enzima. Sin embargo, se estimo el parametro average well color development (AWCD),

con Biolog® ECO-microplates, relacionado con la actividad metabdlica del consorcio,
el cual incrementd con los aumentos en la concentracién de ozono en su estudio, lo
cual es una contribucion en el mejoramiento del desempeno del biofiltro. Es
importante mencionar que en este estudio se hicieron mas conclusiones respecto a
como el ozono mejoro el desempeno del biofiltro, mas adelante se hace referencia a
ello.

Otro mecanismo de resistencia esta regulado por la expresion del factor RpoS,
con el cual se disminuye o se hace cero la tasa de crecimiento, permitiendo que las
células utilicen energia solo para el metabolismo de mantenimiento. Otro mecanismo
de resistencia que regula la expresion de las proteinas de membranas, porinas,
cambiando la composicion de la membrana, debido a la mutacion del OmpB (regulador
de los genes que codifican para las proteinas de membrana, porinas OmpF y OmpC).
Otro mecanismo es la reaccion del biocida con las enzimas secretadas por las
bacterias. Finalmente, la naturaleza heterogénea de una biopelicula permite Ila
formacion de una poblacion celular abundante, en la cual diversas especies pueden
expresar diferentes niveles de resistencia [Mah y O’'Toole, 2001].

2.6 Ozono

El ozono es un alotropo del oxigeno, de olor acre caracteristico, es una
molécula compuesta de tres atomos de oxigeno. Bajo condiciones normales es
gaseoso (temperatura de ebullicion= -119°C; temperatura critica= -12.0°C) con un
color azul palido. Es bastante inestable, por eso casi siempre se encuentra en una
mezcla de oxigeno y ozono. La inestabilidad del ozono se refleja en la energia libre de
Gibbs de formacion alta y positiva, AG; = 163.14 kJmol-!. Como resultado de su
inestabilidad, la molécula es muy reactiva, teniendo un potencial alto de reduccion de
2.07 V bajo condiciones acidas y 1.24 V bajo condiciones basicas. Otra caracteristica
adicional es su baja solubilidad en agua, aunque el ozono es 3.3 veces mas soluble que
el oxigeno. A 20°C y | atm el oxigeno tiene solubilidad de 9.09mgL-! (YSI, 2013),
mientras que el ozono tiene solubilidad de 30.1 mglL-! [Marc A. Boncz, 2002]. Sin
embargo, su solubilidad tiene que ser considerada en relacion con la reactividad alta
del ozono, es decir a pesar de su alta solubilidad respecto al oxigeno, su vida media en
el agua es corta, 20 minutos [AO, 2013] Como resultado, la transferencia de masa
puede tener un rol importante en la cinética de los procesos de oxidacion del ozono

[Boncz, 2002].
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Por su alta reactividad, el ozono es un compuesto quimico que en ciertas
concentraciones puede causar la muerte de algunos microorganismos. Se utiliza como
desinfectante en aguas y gases. Por otro lado ha sido usado en biofiltracion para
incrementar la biodegradabilidad de compuestos recalcitrantes como el o-
clorobenceno y o-xyleno [Wang et al., 2009; Moussavi y Mohseni, 2007].

2.6.1 Concentraciones utilizadas en la desinfeccién de aguas residuales

Las concentraciones tipicas en el tratamiento de aguas residuales, para la
desinfeccion son de 0. mglL-! hasta 10 mglL-!, aunque pueden alcanzarse mayores
concentraciones. El ozono también puede utilizarse para disminuir la formacion de
lodos activados, donde pueden tenerse concentraciones optimas de hasta 50 mg de
ozono por gramo de soélidos [Zhang et al., 2009].

Las concentraciones de ozono usadas en biofiltracion para tratamiento de gases
son muy bajas (ver Apéndice D ), en comparacién con las concentraciones utilizadas en
aguas residuales para la desinfeccion. Wang et al. (2009) reportan no haber rebasado

los 140 mgm-3 (662.2 ppmy).

2.6.2 Reacciones de ozono con COV

La oxidacion del ozono involucra varios radicales libres generados por las
reacciones iniciales y removidos por las reacciones de terminacion. Para que se lleven
a cabo es necesario que estén presentes algunos radicales. En las siguientes reacciones
iniciales se muestra la descomposicion del ozono con dos radicales importantes:

— . = -lg-1
03 + OH™ > 05 + HO, k=70 M-'s (R1)
0; + HOO™ - 05 + HO,, k=2.8x106 M-Is-! (R2)

Las reacciones de descomposicion con OH- y HOO- empiezan con el ataque de
uno de estos aniones sobre la molécula de ozono (reacciones Rl y R2) dando como
resultado dos radicales intermediarios, el radical superéxido (03) y el anion radical
ozénido (03) De estas dos reacciones R2es mucho mas rapida que RI, como se
observa en sus velocidades de reaccion. Es por esta razon que a pesar de las

abundancias de las especies la reaccion que inicia el proceso de oxidaciéon es R2 [Bonz,
2002].

Después de la primera reaccion de descomposicion una secuencia de
reacciones complejas se lleva a cabo para la conversién final del ozono hacia oxigeno
molecular (Figura 6). Los intermediarios mas importantes son el radical superoxido
(03) y el radical hidroxilo (OH®). La secuencia de reacciones parece bastante
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complicada, pero en general el mecanismo de la descomposicion de ozono es facil de
entender cuando se ve en un diagrama ciclico (Figura 7 y Figura 8) [Bonz, 2002].

Reacciones iniciales

20,—> | Radicales | ——— 30,

Reacciones finales

Figura 6. Representacion simplificada de la descomposicion del ozono de la Figura 7 [Bonz,
2002].

La reaccion (203 = 30,) solo se lleva a cabo cuando los radicales estan
presentes, se generan por las reacciones de iniciacion (Rl y R2) y son removidas por
las reacciones de terminacion. Los radicales encontrados como intermediarios en la
descomposiciéon de ozono son muy reactivos y desempenan un papel importante como
oxidantes secundarios que pueden ser responsables de una gran parte de la
degradacion de compuestos organicos observados en los procesos de oxidacion del
ozono [Bonz, 2002].
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Figura 7. Esquema para la descomposicion de ozono iniciada por OH- (izquierda) e iniciada

por HOO-" (derecha). En ambos esquemas cada flecha es una reaccién y las flechas dobles
indican equilibrio (Tomado de Selective Oxidation of Organic Compounds in waste water by ozone-
based oxidation processes de Marc A. Boncz, 2002).

Figura 8. Esquema de las reacciones que incorpora ambas rutas de descomposicion
OH-y HOO-" (Tomado de “Selective oxidation of organic compounds in waste water by
ozone- based oxidation processes” de Marc A. Boncz, 2002).

En general las concentraciones de los radicales son bajas (menores a 10-12 M),
pero sus velocidades de reaccidon con los compuestos organicos son muy altas, lo que
# 44
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hace significativa la contribucidon en la oxidacion total de compuestos organicos. Los
radicales formados como oxidantes secundarios, el radical hidroxilo (HO®) y también

el radical anion superodxido (03) son muy reactivos pero no muy especificos [Bonz,
2002].

Como se ha visto los radicales libres que se forman en la descomposicion del
ozono, casi siempre intervienen en los procesos de oxidacion. Los radicales mas
importantes que se encuentran en una solucion que contiene ozono son el radical
hidroxilo (HO?®), el radical superoxido y el radical hidroperoxil (HO>®). El ozono es el
oxidante mas selectivo (tres érdenes de magnitud entre las velocidades de reaccion
para la reaccion mas lenta y la mas rapida) y el O*-y el HO® los menos selectivos. Las
velocidades de reaccion de los compuestos organicos con estos radicales varia sélo un
orden de magnitud [Bonz, 2002].

En un reactor con ozono que contiene compuestos organicos pueden suceder
dos tipos de reacciones, las que reaccionan con el ozono y las que reaccionan con los
radicales libres. La ocurrencia depende de la especie (compuesto organico). En la
Figura 9 se ven las velocidades de reaccion de 55 compuestos organicos con el ozono
y con radical hidroxilo en agua, con la cual se hace notar que los alcoholes alifaticos y
los acidos casi no muestran reactividad, como tampoco los acidos aromaticos. En
cambio los fenoles y las aminas (aromaticos y no aromaticos) reaccionan con el ozono
a velocidades muy altas y lo hacen de forma directa, no mediante radicales [Bonz,
2002].

En esta misma figura se ve que el formaldehido tiene una velocidad de reaccién
baja con el ozono y no muestra reactividad con el hidroxilo. Asimismo, el acido
formico (subproducto metabdlico del formaldehido) tiene una velocidad de reaccion
con el ozono mas alta y aun mayor con el radical hidroxilo que la reaccién con el
formaldehido.

.‘.‘.\\
vt M. G. Maldonado Diaz



Figura 9. Velocidades de reaccion de primer orden para reacciones de 55 compuestos organicos con el ozono y con el radical hidroxilo.

El formaldehido y el acido formico se senalan con una linea roja(Tomado de “Selective oxidation of organic compounds in waste water by ozone- based
oxidation processes” de Marc A. Boncz, 2002)
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La Figura 9 muestra que el formaldehido no reacciona con el radical hidroxilo
y que la velocidad de reaccion con el ozono es baja. Pero también hay reportes que
indican que el formaldehido si puede reaccionar con el radical hidroxilo a través de
dos reacciones, mediante la sustraccion de un atomo de hidrégeno y la subsecuente
formacion de una molécula de agua y el radical formil (R3); o la adicion de un radical
OH al doble enlace C=0, con la formacion de HC(OH)O* radical alcoxy (R4). Para
estas reacciones los parametros de Arrhenius indican que la energia de activacion es
muy pequena, casi cercana a cero. Lo cual quiere decir que no se necesita mucha
energia para que se lleven a cabo, por lo que son factibles, independientemente de su
temperatura bajo presion atmosférica [luga et al., 2008]

CH,0 +:OH - CHO - +H,0 (R3, reaccion de sustraccion de hidrogeno)
CH,0 +- OH »- CH,0(0H) (R4, reaccion de adicion de OH)

Por otro lado, en la asimilacion del formaldehido se encuentra el acido formico
como intermediario, el cual tiene una velocidad de reaccion alta con el ozono y aln
mayor con el radical hidroxilo. En la Figura 10 se muestra una reaccion de la forma
disociada del acido formico (ion formiato) que reacciona con el ozono.

0. OH
/

/" H
o \ o

P>=0 + 0y —=| So—p=o | — \o-—c=o —> CO, + 0, + OH"

.0 ~O/ 0/

Figura 10. Reaccion del formiato con el ozono (Tomada de Ozonation of
drinking water: Part I. Oxidation kinetics and product formation de Gunten U., 2003)

El formiato es una excepcion respecto a la reaccion con el ozono, ya que tiene
una cinética de segundo orden con una constante de velocidad de 140 M-ls-I. La
oxidacion del formiato con el ozono ocurre insertando una molécula de ozono, lo cual
desencadena las reacciones hacia la formacion de CO;, oxigeno molecular y iones
hidroxilo [Gunten, 201 3].

2.6.2 El ozono como alternativa para mejorar el desempefio de un biofiltro

Algunos estudios ya han visto que la adicion de ozono favorece el desempeno
de un biofiltro, ya que produce la oxidacién de la superficie de los EPS y asi provoca el
desprendimiento de éstos de la biopelicula haciéndola mas delgada, incrementando el
area superficial en el lecho del biofiltro, lo cual favorece la difusion de nutrientes,
oxigeno y contaminantes al interior de la biopelicula. Dado que esta aplicacion de
ozono es nueva no hay muchos estudios acerca de los efectos que produce este
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compuesto sobre la biopelicula ademas del potencial que tiene en mejorar el
rendimiento de los biofiltros evitando el taponamiento de estos [Wang et al., 2009].

En un estudio de Moussavi y Mohseni (2007) se estudié una mezcla de tolueno
y o-xyleno, dos compuestos hidrofobicos, la cual tuvo un pretratamiento con
irradiacion de luz UV en un rango de 185-254 nm. En este intervalo de longitud de
onda, una corriente gaseosa que contiene oxigeno (O3) provocara la hibridacion de la
molécula formando ozono (O3). Observaron que un biofiltro acoplado a luz UV en dos
semanas alcanzé el estado estable con ER de 100%, mientras que el biofiltro de
referencia (sin luz UV) tardo 25 dias con una ER menor a 80%. Sumado a esto se
destaca un efecto sinérgico del biofiltro acoplado a luz UV, ya que mostré mayores
eficiencias de remocién (90%) que la suma del biofiltro de referencia (ER= 45%) y la
fotolisis UV de los contaminantes (ER=17%).

La irradiacion de la corriente gaseosa de tolueno y o-xyleno produce
moléculas mas pequenas y solubles como el formaldehido y el acetaldehido. Asimismo,
Moussavi y Mohseni (2007) explican que el ozono pudo mejorar el desempeno del
biofiltro en dos formas, al reaccionar con los contaminantes (tolueno y el o-xileno) a
lo largo del biofiltro y al controlar el crecimiento de biomasa, por la funcion biocida
del ozono, sobre los microorganismos. Ademas regula el contenido de humedad en la
biopelicula, permitiendo una mayor asimilacion del tolueno y o-xyleno que son
hidrofobicos. Moussavi y Mohseni (2007) concluyeron que el ozono fue el factor
principal que ayudé a controlar la biomasa y por lo tanto, previno el incremento de la
caida de presion.

La biodegradabilidad de un compuesto puede ser evaluada con la relacién
DBOs5/DQO. Poznyak y Araiza (2005) evaluaron el incremento en la biodegradabilidad
del fenol y naftaleno. Para estos compuestos la relacion incrementd después de
exponerse al ozono. Para el fenol la fraccion DB5/DQO incrementd de 0.57 a 0.88,
para el acido sulfonico p-fenol (pPSA) de 0.29 a 0.63, y para el 2-acido sulfénico
naftaleno (2-NSA) de 0.15 a 0.72. Como se ve el incremento en la biodegradabilidad
depende del compuesto expuesto al ozono [Poznyak y Araiza, 2005]. A manera de
resumen, el ozono puede mejorar el desempeno de un biofiltro de varias formas:

i. El ozono y, o sus radicales de descomposicion pueden reaccionar con
el contaminante (Figura 9) produciendo compuestos con estructuras
de enlace quimico mas sencillas y, o provocar la oxidacion del
contaminante produciendo asi especies mas solubles y de mayor
biodegradabilidad [Boncz, 2002; Poznyak y Araiza, 2005; Moussavi y
Mohseni 2007; Wang et al., 2009].
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ii. El ozono y, o sus radicales pueden reaccionar con las EPS,
oxidandolas y provocando el desprendimiento de estas, formando
una biopelicula mas superficial sin limitacion difusiva [Moussavi y
Mohseni, 2007; Wang et al., 2009].

iii. Para la degradacion de formaldehido en un proceso hibrido basado en
oxidacion quimica con ozono Yy biofiltracion, ayudé a mantener el pH
optimo del sistema [Garcia-Pérez, 2012].
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3. JUSTIFICACION

Los estudios de la biofiltracion de formaldehido en periodos largos de
operacion y a altas cargas de formaldehido son escasos con y sin adicion de ozono. En
ausencia de ozono como ya se menciono, se encuentran los trabajos reportados por
Prado et al, (2004, 2006 y 2008) aplicados a bajas concentraciones de formaldehido
(FA) y en los cuales no se observo la estabilidad del sistema por periodos largos de
operacion debido a colapsos en el sistema por la acidificacion repentina del lecho
filtrante. En presencia de pulsos de ozono se encuentra el trabajo previo de Garcia-
Pérez (2012), que reporta la biofiltracion de FA por 300 dias de operacion y con una
capacidad de eliminaciéon méaxima de 72 gm-3h-! aplicando una concentracién maxima

de 1.2 gm-3(978 ppm,).

Sin embargo, es necesario estudiar la estabilidad del sistema de biofiltracion
aplicando mayores concentraciones de FA y por largos periodos de operacion para
conocer la robustez de estos sistemas biologicos con el objetivo futuro de hacer los
sistemas de biofiltracion mas competitivos con otros sistemas de tratamiento y poder
escalarlos.

4. HIPOTESIS

La adicion continua de ozono en un biofiltro regulara el espesor de la
biopelicula, mejorara la capacidad metabdlica de consumo de formaldehido y
mantendra el pH en un nivel éptimo, lo cual permitird tratar altas concentraciones de
formaldehido.

5. OBJETIVOS
5.1 General

Estudiar el desempeno del biofiltro bajo diferentes condiciones de operacion
incrementando en cada condicién la concentracién de formaldehido, manteniendo la
adicion continua de una concentracion baja de ozono y demostrar que el desempeno
del sistema se mantiene estable a través del tiempo para cada condicion.

5.2 Especificos

i. Determinar el desempeno del biofiltro sin ozono y con ozono
incrementando la carga de formaldehido.

. Estudiar el efecto de la adicion de ozono e incrementos en la
concentracion de formaldehido sobre el espesor de biopelicula.

iii. Cuantificar la capacidad metabodlica del consorcio para la
biodegradacion de formaldehido con y sin adicion de ozono.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Biofiltro

Se montd un biofiltro de vidrio con un volumen total de lecho de 3.3 L, dividido
en 3 modulos idénticos (I.1 L) de 0.097m de diametro y 0.450m de altura cada uno,
unidos entre si mediante una brida (Figura 11).

El ozono se produjo en un generador de ozono UVP® lamp (SOF-1 P/N 97-
0066-01) utilizando una corriente de flujo de 500 mL min-!, fijando la concentracién a
90 ppby. Las corrientes de formaldehido y ozono fueron combinadas antes de entrar al
reactor, conl25X 10-3s de tiempo de contacto. El tiempo de residencia de lecho
vacio" se fijd en 72s.

O

Figura | I. Esquema del sistema de biofiltracion.

I. Aire seco, 2. Aire Himedo, 3. Formaldehido gaseoso (FA,), 4. FA; y Aire seco, 5. Medio
mineral, 6. Lixiviados, 7. Salida, 8. Aire seco, 9. Ozono, 10. Medidor de flujo masico, I 1.
Generador de ozono, 12 Humidificador, |3. Saturador de formaldehido, 14. Bomba
peristaltica, 15. Médulo |, 16. Médulo 2, 17. Moédulo 3, 18. Puertos de muestreo de gases, 19.
Puertos de muestreo de biomasa, 20. Rotametro.

" El tiempo de residencia de lecho vacio es el tiempo de retencién del biorreactor, es un término propio
de la biofiltracion, para mayor descripcion véase el glosario.
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6.2 Caracterizacion del soporte

Se utilizé perlita (Multiperl®, Grupo Perlita de la Laguna, S. A. de C. V)
tamizada a 3.35 mm. Para la determinacion de la densidad aparente, capacidad de
retencion de agua y fraccion vacia (Tabla 4), se utilizo una probeta de 100 ml. Las
determinaciones se hicieron por triplicado.

Tabla 4. Parametros utilizados en la caracterizacion del soporte

Parametro y Ecuacién Unidades Especificaciones
Densidad aparente g mL-! ws= peso del soporte (perlita)en g.
WS

_"s Vp= volumen de la probeta en mL.
Paparente = Vp

Capacidad de retencion de agua % Wss = peso del soporte seco en g.
(CRA) Wsh = peso del soporte himedo en g.
Wshp — Wy .
CRA = e x 100 Wss-Wsh= peso del agua retenida en g.
t
Wt = Wgh= peso total en g.

Espacio vacio(g) % VH,0= Volumen del agua agregada en mL.

_ Vo Vp= volumen de la probeta en mL.

= x 100
4 Vp

En la determinacion de la densidad aparente se taro una probeta de 100 mL y
se lleno con perlita, se compacto el volumen dando tres golpes en la parte inferior de
la probeta y se colocé nuevamente mas perlita hasta que se ocuparon los 100 ml. Se
peso la perlita que ocupd este volumen. Se hizo el mismo procedimiento en las tres
repeticiones. El cdlculo consistié en dividir el peso seco de la perlita entre 100 mL
(volumen llenado en la probeta).

La fraccion de lecho vacio se determind utilizando las tres probetas preparadas
para calcular la densidad aparente y se coloc6é un volumen de agua con una pipeta
graduada hasta cubrir la perlita, es decir hasta el limite de 100ml de cada probeta y se
anoto el volumen de agua que se puso en cada probeta de forma inmediata para evitar
que el agua se absorbiera en la perlita. La suposicion es que el agua ocupa el espacio
vacio entre las particulas de perlita, sin considerar los poros del material. El calculo
consistio en dividir el volumen de agua agregado a una probeta que contenia 100 mL
de perlita, dividirla entre este volumen y multiplicarla por 100 para calcular el
porcentaje de la parte vacia sobre el volumen total que ocupa la perlita.

La capacidad de retencién de agua (CRA) se determin6é con las probetas
utilizadas para cuantificar la fraccion de lecho vacio. Se conoce ya el peso seco de la
perlita contenida en las probetas de 100 mL. Se colocé la perlita en tres vasos de 1000
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mL lleno de agua para cada probeta y se dejaron toda la noche. Se escurri6 toda el
agua y se peso la perlita mojada. La CRA es el porcentaje de agua que hay en la perlita
humeda. Se divide el peso del agua absorbida, se divide entre el peso total y se
multiplica por 100.

6.3 In6culo y medio mineral

La perlita se inoculé con lixiviados de un biofiltro que degradaba formaldehido
[Garcia-Pérez, 2012], la concentracién inicial de biomasa fue 51.6 mg SSV L-!. Los
lixiviados del biofiltro se descongelaron™ y se pusieron en una botella seroldgica a
temperatura ambiente y 100 rpm, se agregaron 3 pL de formaldehido liquido y 10 mL
de medio mineral de Galindo (2012) modificado (Garcia-Pérez, 2012) ajustado a pH 7
(Tabla 5) cada tercer dia durante una semana. Se calcul6 el volumen minimo que la
perlita puede absorber, se vacid sobre la perlita y se mezclé manualmente utilizando
guantes. Esta operacion se hizo fuera del reactor. Después se empaco el biofiltro con
la perlita inoculada.

Tabla 5. Composicion del medio mineral

Compuesto gL-!
NaNO3 18
KH,PO4 1.3
MgSO47H,0O 0.38
CaSO4-2H,0 0.25
*CaClp 0.055
*FeSO4:7H,O 0.015
*MnSO4-HO 0.012
*ZnSO47H0 0013
*CuSO4:7H0 0.0023
*CoCly-6 HO 0.0015
*H3BO3 0.0015

*Elementos traza

" El congelamiento y descongelamiento lento de células no protegidas (sin fijar) produce que los cristales
formados en un congelamiento lento rompan las paredes celulares (ver la seccion de sugerencias).
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Se alimentaron 100 mL de medio mineral nuevo (Tabla 5), cada 4 dias desde la
parte superior del biofiltro a una velocidad de flujo de 10.6 mLmin-! y recirculado
durante 30 minutos. Prado et al. (2002) hicieron un estudio sobre la optimizacion del
suministro de la solucién nutriente en el cual alimentaron 2L de solucién durante 30
minutos, cada cuatro noches un biofiltro de 4.4 L empacado con perlita en el cual
obtuvieron altas eficiencias de remocion de tolueno. Sin embargo, argumentan que el
suministro puede ser una vez a la semana y seria suficiente para mantener la humedad
del lecho.

El volumen del medio mineral suministrado tuvo como objetivo mantener la
humedad del lecho y proveer nutrientes. La recirculacion a una baja velocidad tuvo
como objetivo promover la diversificacion microbiana a lo largo del biofiltro. Se calculo
un minimo de tres ciclos de los 100 ml de medio mineral fresco a la velocidad de flujo
operada.

La velocidad de flujo con la que se operé en este trabajo (10.6 mLmin-!) quedé
determinada por la minima velocidad de flujo con que la bomba utilizada pudo operar.
La velocidad de flujo fue muy baja con el objetivo de no ejercer esfuerzo contante
sobre la biopelicula, lo que provocaria su desprendimiento.

Después de haber recirculado 100 mL de medio mineral fresco durante 30
minutos, se dejo lixiviar 10 minutos y se recupero el lixiviado; se hicieron titulaciones
con HCI 0.0l N para determinar la alcalinidad. Se midi6 el pH del lixiviado y se
hicieron cuantificaciones de carbono organico total (COT), sdélidos suspendidos
volatiles (SSV) y formaldehido (Seccion 6.6).
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6.4 Descripcion experimental

El experimento se dividié en dos partes. En la primera se evaluaron cargas de
formaldehido desde 20 hasta 40 gm-3h-! sin adicion de ozono, en un periodo de 105
dias; en la segunda etapa se adicionaron 90 ppb, de ozono de forma continua. La
estabilidad del biofiltro se evalué en un largo periodo de operacion (127 dias) con 40
gm-3h-! de carga y concentracién de entrada de 0.9+0.1 (734ppm,) Después de este
tiempo se probaron tres cargas de formaldehido, 70, 90 y 120 gm-3h-! con la misma
concentracion de ozono por periodos de 27, 23 y 23 dias respectivamente (Tabla 6).

Tabla 6. Condiciones de las etapas operacionales del biofiltro.

Parte Etapa Periodo [Ozono] [FA] Carga!
@ (pPby) gm3 (ppmy) (gm-3h-")

I I 0-42 0 0.8 £0.2 (652) 395+ 115
2a 43-70 0 0.6 £0.4 (489) 280+ 18
2b 71-90 0 0.7 £ 0.1 (570) 33.1 £39
2c 91-105 0 0.8 £ 0.1 (652) 40.7 + 64
2d 106 0 0.5 (407) 234

2 3 107-234 90 0.9 £ 0.1 (734) 43.7 £ 43
4 235-262 90 .4 +£0.04 (1141) 69219
5 263-286 90 1.8 £ 0.1 (1467) 894134
6 287-301 90 24 £0.1 (1956) 1219 + 4.6

FA, formaldehido; !Valor promedio + Desviacién estandar.

6.5 Evaluacion del desempeiio global y longitudinal del biofiltro

El desempeno del biofiltro se evalué con los parametros comunes de capacidad
de eliminacion (CE), eficiencia de remocion (ER) y carga descritos en la Tabla 7. Se
utilizaron los datos obtenidos en la entrada del biofiltro: corriente 4 en la parte | y
corriente (4+9) justo antes de entrar al biofiltro en la parte 2; y en la salida: corriente
7 del biofiltro (ver Figura 11).

La evaluacion del desempeno longitudinal del biofiltro se hizo con las lecturas
de formaldehido y CO; en los puertos de muestreo de gases (18) para cada moédulo

(15, 16 y 17, ver Figura 11). Es decir, para el médulo | (MI) se tomd muestra en la
entrada (descrita en el parrafo anterior) y en la salida del M| (en 18 al final del MI). La
corriente de salida (18) del M| es la entrada del médulo 2 (M2); la salida 18 del M2 es
la entrada del modulo 3 (M3); la salida del M3 es la corriente 7. Los calculos de los
parametros de desempeno por modulo se hicieron con las mismas ecuaciones
descritas en la Tabla 7, con algunas restricciones matematicas.
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Tabla 7. Parametros utilizados en la evaluacién del desempeno del biofiltro.

Parametro Definicién Unidades
Carga (L) Loc g FAm3 h-!
\'
Capacidad de eliminacion (CE) Q- (C;—Cp) g FAm3 h-!
CE = — v
Eficiencia de remocion global (ER) C—Co %
ER = C—I 100

FA, formaldehido; Q, Flujo de aire; V, Volumen del lecho; C, Concentracién de formaldehido; |, entrada; O, salida.

El muestreo se hizo de arriba hacia abajo en el orden siguiente: corriente 7 (18
en el M3), 18 en el M2, 18 en el Ml y en la entrada (4 en la parte |) y en la parte 2 en
la corriente 4 antes de conectarse con 9 y en la corriente de entrada 4+9 justo antes
de entrar al biofiltro. La concentracion de CO; se monitored en los mismos puertos,

excepto en la unién de formaldehido (4) y ozono (9, véase la Figura 1 1).

La oxidacion de formaldehido por reaccion con ozono se monitore6 con los
datos de la corriente 4 y la corriente 4+9 justo antes de entrar al biofiltro (Figura 11)
y se calculo el porcentaje de oxidacion en la corriente 4+9.

6.6 Métodos Analiticos
6.6.1Fase gaseosa

Se tomaron muestras de entrada y salida del biofiltro de cada moédulo por
duplicado, al menos 5 dias a la semana hasta alcanzar el estado estable de la etapa en
desarrollo. Una vez alcanzado el estado estable se monitoreé cada tercer dia. La
muestra se tomo con un bulbo de vidrio de 500 mL especial para la toma de muestras
gaseosas.

Con objetivo de cuantificar el formaldehido se hicieron inyecciones por
duplicado de cada muestra. Se obtuvo un total de cuatro muestras compuestas por
modulo, de las cuales se calculé un promedio y la desviacion estandar por moédulo
(datos no mostrados). En la segunda parte (inyeccion de ozono) se monitore6 también
el formaldehido en el punto de union con la corriente de ozono para valorar el
formaldehido que reaccioné con ozono, tomando el mismo niumero de muestras,
antes de entrar al biofiltro y en el punto donde la corriente 4 y 9 se unen (ver Figura

).

En la determinacion de CO; se hizo sélo una inyeccién de cada muestra, dando
como resultado dos muestras simples, de las cuales se calcul6 el promedio y la
desviacion estandar para cada modulo (datos no mostrados). La diferencia en el
numero de muestras inyectadas en el cromatografo para la determinacion de
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formaldehido y CO, se debe a los distintos tiempos de retencién de los métodos que
se utilizaron para analizar formaldehido y CO;. Estos compuestos se analizaban

pseudo-simultaneamente en dos cromatografos distintos (en la siguiente seccion se
especifican las condiciones de operacion).

Los datos de las concentraciones de formaldehido reportados en la Tabla 6 y
la Tabla 10 son el promedio de la concentracion en la entrada en el periodo
especificado.

6.6.1.1 Cromatografia de gases

La concentracion de formaldehido fue medida inyectando 200 pL de muestra de
gas en un Cromatografo de Gases (Agilent Technologies 6890 series) con un Detector
de lonizacion de Flama (GC-FID) con una columna capilar HP-5 con 30 m de largo,
250pum de diametro, y 0.25 pm de espesor de pelicula. Las temperaturas de operacion
fueron, 230, 80 y 230°C para inyector, columna y detector, respectivamente.
Nitrogeno fue utilizado como gas acarreador.

La concentracién de CO; se midié inyectando 400 pL de la muestra gaseosa
utilizando un Cromatdgrafo de Gases (Agilent Technologies 6850 series) con un
Detector de Conductividad Térmica (GC-TCD) equipado con un columna de capilar
HP-PLOT Q con 30 m de largo, 530 pm de diametro, y 40 ym de espesor de pelicula.
Se utilizé nitrogeno como gas acarreador. Las temperaturas de inyector, columna y
detector fueron 200, 50 y 250°C, respectivamente. Debido a que el CO esta presente
en la atmosfera, los valores reportados representan la diferencia entre las
concentraciones de salida y de entrada.

6.6.1.2 Determinacion cualitativa de ozono

El ozono sdlo fue detectado cualitativamente mediante el burbujeo de 5 mL de
solucion Kl al 2% durante 30 minutos, inmediatamente después se agregd acido
sulfirico IN para bajar el pH y completar la reaccién del iodo con el ozono,
posteriormente se agregaron 5 gotas de una solucion de almidén y se hicieron
observaciones [Rakness et al., 1996; Garcia-Pérez 2012].
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6.6.2 Fase liquida

Las muestras liquidas se obtuvieron de los lixiviados cada cuatro dias, después
de alimentar la solucién nutriente.

6.6.2.1 Medicién de pH

El pH en lixiviados se midié utilizando un potenciometro Thermo Scientific
Orion 4 Star ™™ con un electrodo Thermo Scientific Orion™T™ 91160, inmediatamente
después de haber recolectado el lixiviado previamente agitado.

6.6.2.2 Determinacion de la alcalinidad

Con el objetivo de estimar la capacidad buffer del sistema, se midio la
alcalinidad en los lixiviados mediante la titulacion potenciométrica (pH 4.3) con acido
clorhidrico 0.0l N. Las determinaciones se hicieron por duplicado utilizando 5 mL
[Clesceri, 1999b].

6.6.2.3 Cromatografia de gases

El formaldehido soluble en lixiviados se estim6 en GC-FID con el mismo
método especificado en la seccion 6.6. Se inyecté 0.2 pL de lixiviado previamente
filtrado en una membrana de 0.22 um.

Otros subproductos solubles en la fase liquida fueron detectados en un
Cromatografo de Gases (GC) acoplado a un Espectrofotometro de Masas (MS)
utilizando una fibra de microextraccion de fase solida (SPME) de CAR/PDMS" de 75 um
(Supelco Bellefonte, PA, USA). Los lixiviados fueron filtrados en una membrana de 0.22
Mm de diametro. La fibra fue sumergida en el filtrado durante 5 minutos y desorbida en
el inyector del GC-MS.

6.6.2.4 Carbono organico total

El carbono organico total se estimé con el analizador de TOC (TOC-
VCS/TNM-1, Shimadzu, Japan) equipado con un modulo para liquidos (ASI-V Shimadzu,
Japan). Se filtraron de 2-4 mL de muestra a través de una membrana de 0.22 ym y se
prepararon diluciones 1:20 6 2:20 por duplicado.

6.6.2.5 Solidos suspendidos volatiles

Se utilizo el método 2540-D (Sélidos Suspendidos Totales) y el método 2540-E
(Solidos Volatiles y Fijos calentados a 550°C) [Clesceri, 1999c]. Se prepararon filtros

¥ Carboxen/polydimethylsiloxane
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de porcelana Gooch de 21 mm, se les coloco filtros Whatman® de |.lum de fibra de
vidrio; se llevaron a 550°C y se dejaron enfriar para ser tarados. Posteriormente se
hizo pasar un volumen registrado de lixiviado a través de los filtros Gooch tarados con
ayuda de un matraz Kitasato y una bomba de vacio.

6.6.3 Fase Solida

Se tomo muestra del soporte que contiene la biopelicula, los dias 30, 90, 105,
149, 230, 263 y 287, los cuales corresponden a las etapas 2c, 3a, 3b, 4 y 5 para extraer
EPS y determinar Carbono Organico Total.

6.6.3.1 Extraccion de EPS

La extraccion de EPS se hizo en los dias 30 y 90, asi como para los dias iniciales
y finales de cada etapa con ozono (3, 4, 5 y 6) por modulo y por duplicado. Esta
extraccion consistid en cinco pasos principales, fijacion celular, extraccion, separacion,
purificacion y secado. Para la fijacion celular, se pesaron 4 g de soporte congelado y se
colocaron en tubos falcon de 50 mL, se adicionaron 10 mL de agua destilada y 60 pL
de formaldehido al 36.5%, se colocaron en el refrigerador a 4°C durante una hora
[Garcia-Pérez, 2012]. El formaldehido se adicioné para fijar las células, evitando que
estas se rompan al agregar la solucion de extraccidon, ya que reacciona con grupos
amino, hidroxil, carboxil y sulfhidril de proteinas y acido nucleicos de la membrana
celular [Liu y Fang, 2002].

Después se agregaron 4 mL de NaOH IN y se refriger6 a 4°C durante 3 horas.
El NaOH llevé a cabo la extraccion de EPS, ya que increment6 el pH y provocé la
disociacion de grupos acidos en las EPS, por ende la repulsion de las EPS cargadas
negativamente; también incremento la solubilidad de EPS en el agua y permitié que mas
EPS fueran extraidos [Liu y Fang, 2002].

La separacién consistié en centrifugar a 13000 G durante 20 minutos a 4°C y
filtrar a través de una membrana de 0.22 pm de nitrocelulosa a temperatura ambiente.
La purificaciéon se hace en una membrana de didlisis Spectra/Por ® (3.5 KDa, espesor
plano de 45 mm, didmetro de 29 mm, volumen/largo 6.4 mLcm-! y largo de 15m 50 ft-
1) en agua desionizada a 4 °C, renovandola cada hora, hasta alcanzar pH neutro.
Finalmente el secado se hizo en una liofilizadora a -50°C durante 72h.

6.6.3.2 Carbono total

El contenido de biomasa se expresé como carbono organico total. Las
muestras se tomaron en cada modulo del biofiltro, se desarmé uno de otro y se movid
cuidadosamente el soporte con una espatula para homogeneizar la muestra, se
tomaron aproximadamente 40 mL de soporte en un tubo Falcon de 50 mL y se puso a
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congelar. Después, se hicieron 3 submuestras de 500 mg de soporte congelado y se
pusieron a secar durante una noche a 100°C, a esta temperatura la pérdida principal
en peso se debe a agua, aunque también se pierden compuestos organicos volatiles
adsorbidos en la biopelicula y/o en el soporte. Después se colocaron a 900°C en el
Analizador de TOC" (TOC-VCS/TNM-I, Shimadzu, Japan) el cual esti equipado con
un moédulo solido (SSM-5000A, Shimadzu, Japan).

6.6.3.3 Conteo heterotrofico en placas

La concentracion de células viables se estimé con el conteo heterotréfico en
placas [Clesceri, 1999]. Se utilizé agar nutritivo DifcoT™ con 3.0 gL-! de extracto de
res, 5.0 g L-! de peptona y 15.0 g L-! de agar, se ajusté a pH 7 y se esterilizd. Se
hicieron soluciones seriadas 10-! hasta 10-3 para el médulo | y de 10-! hasta 10-7 para
los moédulos 2 y 3, incubando sélo las ultimas tres diluciones de cada serie para cada
modulo. Se prepard una solucién salina de NaCl con concentracién de 9.0 g L-! y se
esterilizd. La dilucion 10-! se preparé con 9 mL de solucién salina y | g de soporte
recién tomado del biofiltro, colocado en un tubo falcon de 50 mL estéril. En la
campana de flujo laminar se vaciaron 9 mL de solucion salina estéril en los tubos falcon
y se triturd el soporte con una espatula estéril para incrementar el nimero de células
en contacto con el medio. Se tomo6 | mL de las tres Ultimas diluciones de cada serie y
se inocul6 en cajas Petri con el agar nutritivo previamente sollidificado. El inoculo se
extendio sobre la placa con la ayuda de una asa Digralsky (varilla de vidrio en forma de
L). Las placas se incubaron durante 72 horas a 28°C, condiciones a las que se reportan
los resultados. El conteo se hizo por modulo y por duplicado, se incubaron dos cajas
con la misma dilucion preparada. Se hicieron conteos cada 24 horas por tres dias.

6.6.3.4 Espesor de biopelicula

La medicion del espesor se hizo para muestras del moédulo 2 y en etapas con
ozono. La metodologia consiste en 7 pasos, fijacion celular, secado, infiltracion-
inclusion, corte, tincion y observacion en el microscopio. Los dias de muestreo se
tomaron 2 mL de soporte por médulo y se colocaron en tubos eppendorf de 2.0 mL
para cada modulo; se agregé glutaraldehido al 2.5% para fijar las células y se
congelaron. Una vez acumuladas todas las muestras se descongelaron y se separaron
tres particulas de perlita en 3 tubos eppendorf cada una, para cada muestra.

El secado se hizo en serie etandlica 30-100%. Se agregd aproximadamente | mL
y se puso en agitacion (100 rpm) 20 minutos para cada solucion de etanol. Repitiendo
dos veces mas el secado con la solucion de etanol al 100%.

“ Total Organic Carbon
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Para la infiltracién-inclusion se utilizé el kit polimerizador Technovit® 7100 el
cual contiene un monomero glicol-metacrilato y dos endurecedores | y Il. Este paso
consistio en dos partes, en la primera se hicieron lavados con soluciones de etanol-
glicol metilacrilato (endurecedor 1) al 30, 50, 70, 80, 90 y 100. Se agregaron
aproximadamente 400 pL y se pusieron en una camara de vacio por |0 minutos,
posteriormente en agitacion (100 rpm) durante una hora. Asi para cada solucién,
excepto para la de 100%, la cual después del vacio se dejo en agitacion a 100 rpm
durante una noche. La infiltracion con glicol-metacrilato tienen como objetivo
desplazar las burbujas de aire y etanol del interior de la perlita y poco a poco
embeberla en metacrilato. La segunda parte es la inclusidon para lo cual se prepara una
solucion con el endurecedor Il, como se especifica en el kit. Cada perlita se deposita
en media capsula (soluble en agua) y se agregan 300 uL de la solucion preparada antes
de que comience a endurecer. Se dejaron asi durante el fin de semana para un mejor
endurecimiento antes de cortar.

Una vez endurecidas, las capsulas fueron rebajadas con una pulidora y fijadas en
soportes de madera con Kola Loka® industrial. Los cortes de la perlita polimerizada se
hicieron en un Microtomo rotatorio Leica ® RM2I25RT con una navaja de acero
inoxidable perfil D (Lipshaw Detroit, USA) colocada en un angulo de 3°, se hicieron al
menos |10 cortes por muestra con un espesor de 10-15 pm, colocando cada corte en
una gota de agua destilada sobre un portaobjetos previamente preparado. Una vez
colocados todos los cortes sobre el portaobjetos se puso a secar en una plancha
premiere® (Slides warmer XH-2001) a 40°C.

Para la tincion se prepard una solucion de azul de toluidina al 1% en agua
desionizada. Se colocé una gota de esta solucion sobre la muestra por 30 s, después
se enjuagd con agua desionizada y se seco a 40°C sobre la plancha.

Las observaciones fueron hechas en un microscopio LEICA® DM 2000
acoplado a una camara LEICA EC3, se tomaron fotografias con el software Leica
Application Suite 3.0.0 © (LAS-EZ, Suiza) con los objetivos 10X, 20X y 40X. Con 10X
se tomaron varias fotos de una muestra para armar la imagen completa de la muestra,
debido a que la camara tiene limitada el area de captura de imagen.

Las imagenes 10X se procesaron con el programa Image-] |.144p (Wayne
Rasbad National Institute of Health, USA. De dominio publico) previamente calibrado
para hacer mediciones sobre la imagen tomada con este objetivo (10X). Se tomaron
varias medidas del espesor de las areas coloreadas (purpura, azul y verde, las cuales se
han supuesto como el espesor de biopelicula) de toda la muestra. Se hicieron dos
blancos, conformados por perlita limpia la cual recibié el mismo tratamiento que las
muestras con biopelicula y se tomaron fotografias.
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6.6.3.5 Medicion de pH en lixiviado

Después de recircular el medio mineral, en cada uno de los médulos se puso
una tira de pH (HACH® de rango 0-14.) por el puerto de biomasa durante 10
minutos, con la finalidad de que la tira se humedeciera. Se utilizé la gama de colores
relacionados con el pH proporcionado por el proveedor y se registro el pH.

6.7 Parametros cinéticos

Los parametros cinéticos (W, rye, YB/S Y YCO2/s) fueron calculados como se
indica en la Tabla 8, utilizando la CE global para los parametros cinéticos globales
Estos parametros son macrocinéticos por haberse realizado con los datos obtenidos
en el reactor.

Tabla 8. Definicion de los parametros cinéticos

Parametro Definiciéon Unidades

Velocidad especifica 1 B h-1

de crecimiento H= ElnB_l

Velocide}d de o C_E v gFAdegradadog- I Bproducida h-!
utilizacion de ut = p

sustrato

Coef.icifente de Voo = B gBproducida g FA degradado
rendimiento de B/IST CcE-0-V

biomasa?

Coef.iCi.ente de Y . Q- (COZSalida - COZEntrada) gCOZPFOdUCidO g
rendimiento de C02/S V-CE FAconsumido™!

COy2

0, periodo de tiempo (h); B=B,-B,, biomasa producida en 0 (g); S, sustrato (formaldehido); CE,
capacidad de eliminacion (gm=3h-'); V, volumen de lecho vacio (m3); FA, formaldehido;
COys,5iday didxido de carbono en la salida del biofiltro, CO9giradas dioXido de carbono en la
entrada del biofiltro; Q, flujo volumétrico (m3s-!). 2 [Gallastegui et al., 201 I].
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Caracterizacion del soporte

La perlita es un conjunto de particulas minerales compuesta principalmente por
silicatos de aluminio (Apéndice A). De la caracterizacion basica del soporte se
obtuvieron los resultados de la Tabla 9.

Tabla 9. Caracterizacion del soporte.

Parametro [Unidades] Dimensién |
Densidad aparente (p ap) mgL-! 0.1068 + 0.008
Fraccion de lecho vacio (g) % 61.17£ 1.9
Capacidad de retencion de Agua (CRA) % 7083 + 1.6

pap: densidad aparente de perlita; €: fraccion varia del lecho; CRA: capacidad de retencidn de
agua. |Valores promedio + Desviacion estandar.

Los parametros obtenidos de perlita (Tabla |) presentan magnitudes similares
a las reportadas previamente [Garcia-Pérez, 2013; Herrera-Serrano, 20I1]. Los
materiales de empaque usados para procesos de biofiltracion de COVs deben reunir
varias caracteristicas: ser porosos, tener una capacidad de agua adecuada, proveer
nutrientes e incluso ser fuente de microorganismos, etc. [Devinny et al, 1999;
Sharefdeen y Singh, 2004]. En general, se prefiere un material inorganico sobre uno
organico porque son mas estables, presentan una composicion definida y permiten una
distribucion del gas mas uniforme. Aunque resultan mas caros al tener que suministrar
nutrientes e incluso reinocular con microorganismos después del arranque [Prado et
al., 2004]. En este estudio se optd por usar perlita como material de empaque ya que
reune las caracteristicas antes mencionadas de un material de soporte inorganico y
ademas ha mostrado ser adecuado para llevar a cabo estudios de biofiltracion [Prado
et al.,, 2004; Garcia-Pérez, 2012].

7.2 Desempeiio del biofiltro

El biofiltro se operd durante 310 dias; se dividié en dos partes, la primera sin
ozono y la segunda con ozono. Asimismo cada parte se dividi6 en etapas con
diferentes concentraciones de formaldehido (Tabla 10).
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Tabla 10. Desempeno del biofiltro en cada etapa.

P E 0 [FA2] CARGA CEP ERC pH
[d] gm-3 (ppmy) gm-3h-! gm-3h-! (%)
I | 0-4] 0.8+0.2 (652)  39.5+11.5 35.1x13.3 88.2+194 6.0+0.4
42 1.26 (1027) 634 0.0 0.0 3.9

2a 43-70 0.6+0.4 (489) 28.0+18 25.6£10.8 96.4+8.2 8.2+0.3
2 7190 0.7+0.1 (570)  33.+3.9 328+ 3.7 99.0+0.7 79+

b 0.4
2c 91-105 08+0.1 (652) 40.7+64 278+ 672336 662
6.1 0.3
106 0.5 (407) 23.4 0.0 0.0 46
2 3 107-234 09:0.1 (734) 437+43 376459 7875160 7.0%07
4 235262 1.4+0.04 692419  688+20 91.76+42  7.7+05
(1141)

5 263-286 1.8+0.1 (1467) 89.4+34 894+35 86.2+12.6 8.0+03
6 287-310 2.4%0.1 (1956) 121.9+4.6 121.4+42 99.5+0.7 8.2+0.4

P, Parte; E, Etapa; O, Periodo; 2Formaldehido, PCapacidad de Eliminacion, cEficiencia de
Remocion. Valor promedio + Desviacion Estandar.

En la Figura 12 se puede observar el desempeno del biofiltro durante todo el
tiempo de operacion, en esta figura la leyenda “pH lix acum.” corresponde al pH del
lixiviado acumulado durante tres dias, tiempo transcurrido entre la renovacion del
medio mineral, se registro de esta manera durante 50 dias. La leyenda “pH lix”, del dia
50 en adelante, corresponde al pH del lixiviado recuperado después de 10 minutos de
haber terminado la recirculacion del medio. En la siguiente seccion (7.2.1) se analizara
por separado cada etapa.
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Figura 12. Desempeno global de la biofiltracion de formaldehido (FA) con ozono y sin ozono.
La Capacidad de Eliminacion (CE) es la velocidad de remocion de FA.

7.2.1 Etapas de operacion, Capacidades de eliminaciéon y Eficiencias de

remocion Sin ozono y Con ozono.

7.2.1.1 Etapal

En la etapa | (Figura 13) desde el dia dos el biofiltro fue capaz de remover
98% de FA con CE de 25.84 gm-3h-!. Lograr tener una una ER de 100% en los
primeros dias de operacidn es deseable y se logra utilizando un inéculo aclimatado al
contaminante, como fue en este estudio.

Se observé que operar a cargas superiores a 50 gm-3h-! disminuye la ER; el dia
8 se opero6 con una carga de 63.58 gm-3h-! con ER de 91%; el dia nueve, a pesar de
tener una carga baja de 27.89 gm-3h-Ise obtuvo una ER de 81%. Este fenémeno sucede
al operar a altas cargas de formaldehido, ya que el acido férmico (un subproducto
acido) se acumula en el lecho inhibiendo la formaldehido dismutasa [Kato et al., 1983]
afectando el desempeno del biofiltro hasta que sea removido. El acido férmico no se
cunatificd en ninguna etapa. En el periodo del dia 34 al 41 se oper6 con una carga de
54.25+7.9 gm-3h-l y se obtuvo una CE de 50.41+8.9 gm-3h-! y 94£12% de ER, las
cuales no fueron soportadas hasta el dia 42 (CE= 63.4gm-3h-!, CE =0 gm-3h-ly
ER=0%).
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Figura 13. Desempeno global de la biofiltracion de formaldehido, durante la etapa |.

El pH promedio de esta etapa fue 6.0+ 0.4. El dia 42 se acidifico el sistema
(pH=3.9), por la alta carga de este dia y los dias previos. Se detecté por medio de GC-
MS-SPME dimetoximetano y metanol (Tabla 11), se discute en la siguiente seccién
(7.2.1.2). Cabe aclarar que durante los primeros dias de operacioén el lixiviado no era
recolectado 10 minutos después de recircularse el medio mineral, sino que este se
dejaba ahi hasta la siguiente alimentacién y en la practica se observé que el medio se
acidificaba al paso del tiempo. Por esto el pH es incluso mas bajo que el pka del acido
formico (4.62).

En principio se conoce de la literatura que el acido féormico es el principal
subproducto de la degradacion de formaldehido, por lo que es muy posible que sea el
responsable de la acidificacion del sistema. Por otro lado, las muestras que se
procesaron en GC-MS-SPME son representativas del lixiviado (el lixiviado se
descongelé completamente y se agitd para tomar la submuestra expuesta a la
microfibra de extraccién). Sin embargo son Unicas, no se hicieron repeticiones, por la
cantidad de muestras y el costo en el uso del equipo. Por otro lado, el acido férmico
es un acido débil y su pKa puede asociarse con la presencia de este en una solucidn
(Chang, 2002), el pH del lixiviado el dia 42 fue de 3.7 y el pKa del acido formico es
3.79.
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Tabla I 1. Subproductos en lixiviados detectados en GC-MS-SPME en la etapa |.

Do,,. Compuesto Abundancia del Total
[%]
22 Metanol 14.7
Acido Férmico 30.7
Dimetoximetano 17.0
30 Formaldehido 36.32
Metanol 13.86
Acido Oxalico 16.10
42 Metanol 83
Dimetoximetano 15.9

Aunque existen en la literatura varios articulos de biofiltracion de formaldehido
no se reporta el andlisis de la degradacion longitudinal del biofiltro, esto es importante
para optimizar y aplicar el sistema a nivel industrial. La Figura 14 muestra las cargas y
las CE por modulo, los mas activos son el Modulo [(M1) y el Médulo 2 (M2), teniendo
ocasionalmente actividad el Modulo 3 (M3). Esto esta relacionado directamente con el
modo en que se alimento el biofiltro, de abajo hacia arriba “up-flow”, por lo tanto el
moédulo M1 fue el que estuvo en contacto con una mayor concentracion de
formaldehido lo cual se ve reflejado en las altas CE obtenidas en este modulo para esta
etapa.

140

— 120 -

5 100 |

-3

80
60
40

Carga, CE[gm

Tiempo [d]

-=+-Carga M1 =CE M1 -+~Carga M2 CE M2 Carga M3 -=-CE M3

Figura 14. Cargas y Capacidades de Elimiancion (CE) por médulo durante la etapa |. Ml
Modulo |, M2 Médulo 2, M3 Médulo3.

.‘.‘.\\
vt M. G. Maldonado Diaz



Biofiltracion de altas concentraciones de formaldehido bajo la adicion continua de ozono

RESULTADOS Y DISCUSION
7.2.1.2 Etapa 2

Después de la acidificacion del sistema ocurrida el dia 42, se hicieron lavados
con solucién buffer de fosfatos durante 7 dias hasta que el pH del sistema fue superior
a 7 [Garcia-Pérez, 2013]. El flujo de los lavados fue el mismo que el suministro de
medio mineral (10.6 mLmin-!) con el objetivo de evitar el desprendimiento de la
biopelicula. Adicionalmente al bajo flujo de los lavados, como parte de la estrategia
para prevenir la pérdida de biomasa, se reinoculé el biofiltro con el centrifugado de
lixiviados de dias anteriores. La pastilla formada en la centrifugacion se resuspendio en
medio mineral nuevo para contra restar cualquier pérdida de biomasa. A pesar de que
la cuantificacion de solidos suspendidos volatiles (SSV) en dias previos y posteriores al
lavado indican que no hubo pérdida significativa de biomasa. El promedio de SSV de los
dias previos al lavado (del dia 47-50) fueron 1.61+0.8 mg CT L-! y el promedio de los
dias posteriores al lavado (del dia 53-55) fueron 3.25+2.2 mg CT L-!. En la seccién
“COT y SSV en lixiviados comparados con el contenido total de EPS” (7.2.4) se
muestra el promedio de los SSV en toda la operacion del biofiltro.

La carga se incremento el dia 52 hasta 87 gm=3h-! con ER de 70% (Figura 15) evidenciando la
limitacion del sistema, como ocurrié en la etapa |; se observé que el biofiltro pudo tratar altas
cargas por un periodo corto de tiempo antes de que sel acidificara. La etapa 2a operé a una
carga de 28.0+18 gm=3h-!, CE de 25.6+1 gm-3h-! y ER de 96.4% durante 27 dias (Tabla 10),
con pH de 8.2 £ 0.3. En la etapa 2b, el biofiltro mostré tener una maxima capacidad de
eliminacién que puede mantener bien sin ozono, se opero el biofiltro con una concentracién
de formaldehido de 0.7+ 0.1gm3 y una carga de 33.1£3.9 gm-3h-!, la CE obtenida fue de

32.843.7 gm-3h-! (ER=99%) a un pH de 7.9 + 0.4 y fue mantenida durante 19 dias, esta CE es
el valor maximo alcanzado en ausencia de ozono.

Etapa 2a Etapa 2b Etapa 2c
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Figura 15. Desempeno global de la biofiltracion de formaldehido, durante la etapa 2.
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En la etapa 2c (dia 91) se evaludé una tercera carga de 40.7 * 6.4 gm-3h-|,
provocando un ligero decremento en la ER y el pH hasta alcanzar ER= 0 y pH= 4.6
después de |5 dias de operacion (dia 106). Es decir que bajo condiciones sin ozono el
sistema fue incapaz de mantener una CE estable por mas de |5 dias con cargas de
alrededor de 40 gm-3h-! que corresponden a una concentracién de 0.8 + 0.1 gm-3. En
los lixiviados de esta etapa (2c) fueron detectados dimetoximetano (DMM),
formaldehido y acido oxalico (Tabla 12, se discute mas adelante).

La Figura 17 muestra como la CE varia entre los modulos. El M2 comienza a
degradar formaldehido (después del dia 62) y cuando el M| pierde su CE el M2
incrementa la suya, lo cual hace que la CE total del sistema permanezca constante
hasta antes del dia 98. En la etapa 2c¢, el M2 disminuye su capacidad de eliminacién en
cuanto la carga fue incrementada esto provocé que el M3 comenzara a degradar
formaldehido. Estos resultados indican que a lo largo del reactor cada uno de los
modulos se va inhibiendo paulatinamente por la alta concentracion alimentada de
forma ascendente, es decir comienza a inhibirse el MI. Estas variaciones en las ER de
los modulos ya han sido reportadas en un estudio donde se analizaron dos alturas
diferentes [Garcia-Pérez, 2013].

La actividad de un modulo depende de la CE del modulo anterior. Si Ml
degrada casi todo el formaldehido dificilmente M2 tendra actividad. Sin embargo si M|
degrada el 50% es posible que M2 y M3 degraden el 50% restante, como sucedi6 en la
etapa 2b (Figura 17). En esta misma figura se ve claramente que cuando se hace un
incremento en la carga de formaldehido (Etapa 2c) disminuye la CE de M2 y M3
comienza a degradar. Al final de la etapa 2c se puede ver una CE negativa, la cual no
esta completamente entendida. Sin embargo, se ha pensado que el bajo pH (5-6) de
modulo favorece la desorcion del formaldehido (Figura 16).

11
10 -
9 |
8 |
a7
6
5 |
4
3 \ \ ‘ ‘ ‘
90 130 170 210 250 290 330
Tiempo [d]
-=-Modulo 2 -~-Médulo 1 Médulo 3
Figura 16. pH por modulo del biofiltro
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La explicacion para las pérdidas de la CE en la etapa | y 2c es que algunos
microorganismos metilotroficos capaces de degradar formaldehido a acido formico y
metanol (Figura 3), producen una enzima llamada formaldehido dismutasa la cual tiene
una actividad catalitica 6ptima entre pH 7 y pH 8, siendo maxima a pH 8 y no presenta
actividad por debajo de pH < 4.5 [Kato et al, 1983]. Ademas se ha estudiado que
durante la biodegradacion de formaldehido el paso limitante es la conversion del acido
formico y metanol hacia CO»; por otro lado, la degradacion de metanol ocurre hasta
que el acido férmico ha sido degradado [Adroer et al, 1990]. Por lo tanto, si la
velocidad de produccién de acido formico es mayor que la velocidad para degradarlo,
ocurre una acumulacion de éste en el sistema y por ende una acidificacion del lecho y
un colapso en el desempeno del reactor como se registro en este trabajo.

Etapa 2a Etapa 2b Etapa 2c
140 ; :

120 -
100 -

Carga, CE [g m-3h-1]

Tiempo [d]
-=-Carga M1 =CE M1 -~Carga M2 CE M2 Carga M3 -=-CE M3

Figura 17. Cargas y Capacidades de Eliminacion (CE) por médulo durante la etapa |. M|
Médulo |, M2 Médulo 2, M3 Médulo3.

Tabla 12. Subproductos en lixiviados detectados en GC-MS-SPME en la etapa 2.

Dop. Compuesto % Abundancia del Total
99 Formaldehido 24.234
Metanol 5.255
Dimetoximetano 18
106 Formaldehido 27.37
Metanol 21.05
Acido Oxalico 21.42
T 70
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En los lixiviados se detecté dimetoximetano (DMM) los dias 42, 106 (pH= 3.9y
4.6, carga= 63.40 y 62.7 gm-3h-!, respectivamente) y los dias 22, 99 y 108 (Tabla 13)
con pH de 6.96, 7.0 y 7.0, respectivamente. En estos dias se operd por encima de la
carga maxima que el biofiltro soportaba en ausencia de ozono (40 gm-3h-!). El 4cido
formico es el principal subproducto en la degradacion de formaldehido como ya se
discutio segun la literatura. Cabe aclarar que el acido formico no se cuantifico, ni se
detecto mediante GC-MS-SPME de una submuestra del lixiviado Unica, seria necesario
repetir la determinacion de subproductos para tener evidencia de la presencia de acido
formico.

Entonces, altas cargas pueden provocar la acumulacion de acido formico y
metanol. Lo cual propiciaria condiciones favorables (acidas) para la formacion de
dimetoximetano [Kuhnert et al., 2006].

El DMM también llamado metilal, es un compuesto incoloro, liquido volatil,
usado principalmente como solvente en sintesis organicas, perfumes, adhesivos y
pinturas, etc. También se usa como aditivo oxigenante para reducir el humo de los
motores de diesel. De manera tradicional se produce por condensacion de metanol y
formaldehido bajo catdlisis acida y altas temperaturas de reaccion [Chen et al,, 2013],
las cuales se usan para incrementar la eficiencia de conversion de FA a DMM [Kuhnert
et al.,, 2006].

En la literatura no se reporta una ruta bioquimica de produccion de
dimetoximetano. Sin embargo se han encontrado referencias sobre la produccién
industrial en la cual utilizan altas temperaturas y catalizadores. Las siguientes
reacciones son una aproximacion a las reacciones que pudieran formar DMM. La
acetalizacion del metanol con el formaldehido en presencia de un catalizador acido
involucra dos pasos. Primero, el metanol nucleofilico se adhiere al grupo carbonil del
formaldehido para formar un intermediario llamado hemiacetal (R5). Segundo, el
hemiacetal reacciona con el metanol en la presencia de un catalizador acido para
formar DMM (Ré). El primer paso es muy rapido y el segundo es el paso determinante
de la reaccion. La reaccion completa se indica en R7 [Zhang et al., 201 1].

CH,0 + CH3;0H & HOCH,0CH; R5
HOCH,0CH3; + CH30H < CH30CH, R6

CH,0 + 2CH;0H < CH;0CH,0CH; + H,0 R7

La toxicidad del DMM es baja, por ello se ha empezado a usar como oxigenante
del diesel [Fu y Shen, 2007; Kuhnert et al., 2006, Chen et al.,, 2013]. No hay pruebas de
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toxicidad especificas para microorganismos, mas bien se conoce por ser menos toxico
para el ambiente y tener nula toxicidad en ratas. Las pérdidas en las CE se atribuyen a
la acidificacion del sistema que provoca actividad enzimatica nula.

7.2.1.3 Etapa 3

En la etapa 3 se decidio utilizar la adicion de ozono (90 ppby) para recuperar la

CE del biofiltro, sin tener que bajar la carga hasta 20gm-3h-! como se hizo en la etapa
2. Ya que se sabe que el ozono regula el pH del sistema [Garcia-Pérez, 2012]. La
estrategia para recuperar el desempeno del biofiltro que se ensayd en este trabajo es
un nuevo enfoque. Anteriormente lo que se hacia para recuperar un biofiltro de un
choque de carga de formaldehido era renovar el medio mineral [Prado et al., 2004] sin
éxito, ajuste del pH del medio mineral sin renovar (ajuste del pH del lixiviado antes de
recircular) [Prado et al, 2004] sin problemas de pH o lavados con solucion buffer
[Garcia-Pérez, 2012] recuperando el desempeno del biofiltro. Sin embargo los lavados
pueden provocar la pérdida de la biomasa que degrada el formaldehido. Ademas se
requiere de tiempo para que el biofiltro recupere su desempeno y estas estrategias no
ofrecen las ventajas de la adicion de ozono (mas adelante se discuten). Al incorporar el
ozono sin bajar al carga el sistema permanecio estable por mas de 100 dias [Del dia
126-234] con carga de 43.443.5 gm-3h-!, CE de 40%3.7 gm-3h-!, ER de 92.1+4.5% y

concentracién de 0.9£0.1 gm-3. Sin la adicién de ozono, esta carga no habria sido
soportada por el sistema, tal como ocurrié en la etapa 2c y menos por un largo
periodo de operacion (108 dias). Se presentaron variaciones en el perfil de CE de los
modulos, siendo el M3 quien degrada casi todo el formaldehido. Las CE de los
modulos permanecieron constantes en casi toda la etapa (Figura 19).
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Figura 18. Desempeno global de la biofiltracion de formaldehido, durante la etapa 3.
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Figura 19. Cargas y Capacidades de Eliminacion (CE) por médulo durante la etapa 3. Ml
Médulo |, M2 Médulo 2, M3 Moédulo3.

Tabla 13. Subproductos en lixiviados detectados en GC-MS-SPME en la etapa 3.

e
ﬂf‘g

Dop. Compuesto

Abundancia del Total [%]

108  Formaldehido 304
Metanol 17.0
Acido Férmico 22.1
Dimetoximetano 6.17

120 Ac. Acético oxo 40.29
Dimero de Glicoaldehido 14.73
Acido oxalico 16.11
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Tablal3 (Continuacion). Subproductos en lixiviados detectados en GC-MS-SPME en la

etapa 3.
Dop. Compuesto Abundancia del Total [%]
156  Formaldehido 16.8
Metanol 9.8
Acido Férmico 37
194  Formaldehido 28.9
Metanol .3
Acido Oxalico 15.5

7.2.1.4 Etapas 4,5y 6

En estas etapas el objetivo fue explorar la capacidad del biofiltro para tratar
mayores concentraciones de formaldehido por largos periodos de operacion. Se
hicieron tres incrementos en las cargas, etapa 4, 5, y 6 (Tabla 10). Se obtuvo una
méaxima CE de 121.4 + 0.4 gm-3h-! en la etapa 6 en presencia de ozono (Figura 20), la
cual se compara con la CE de 112 gm-3h-! que logré Prado et al, [2004] con una
concentracion de 0.940.1 gm-3 trabajando con un tiempo de residencia de 20.7 s. En
este mismo estudio se menciona que se alcanzé una CE maxima de FA de 180gm-3h-!
durante unas horas. Sin embargo, el articulo no muestra evidencia de haber mantenido
estas cargas por mas de | dia de operacion, los resultados que se reportan no indican
el periodo de tiempo en el que fueron alcanzadas y mantenidas estas CE. En otro
estudio, Prado et al,, [2006] reportaron una CE de 10l gm-3h-! (ER= 63%) utilizando
un biofiltro de lecho escurrido para la degradacion de formaldehido.

En la Tabla 14 se resumen las principales diferencias entre los resultados de
Prado et al. [2006] y los resultados de este trabajo. La CE obtenida por Prado et al.
[2006] sin adicion de ozono, fue lograda empleando amonio como fuente de nitrogeno,
el cual es preferida por los microorganismos sobre el nitrato (fuente de nitrogeno
utilizada en este trabajo) ya que el metabolismo celular requiere menos energia para la
asimilacion de amonio que en la asimilacion del nitrato. [Rittmann y McCarty, 2001],
con lo cual se mejora la produccion de biomasa y por lo tanto la CE; otra diferencia es
una baja ER= 63% comparada con una ER de 99.5% obtenida en el presente trabajo.

Por otra parte, es obvio que no es conveniente obtener altas CE con bajas ER;
notese que en el caso de Prado et al. [2006] se alimentaban aproximadamente |160gm-
3h-1 y sélo se removia 101 gm-3h-l. Asimismo, es remarcable que las concentraciones
de entrada utilizadas son diferentes 0.8 gm-3 de Prado et al. [2006] contra 2.4 gm-3.
Otra explicacion mas para la carga que se alcanzé en el estudio mencionado es el
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modo de recirculacion de la solucion nutritiva, el cual en el caso de Prado et al. [2006]
consistié en pasar 2L de solucién a una velocidad de flujo de 3Lh-! (50 mLmin-!) en
comparacién de un volumen de 100 mL y una velocidad de 10.6 mLmin-! utilizados en
este trabajo. Este gran volumen y alta velocidad de flujo ayudan a la remocién de
cualquier subproducto que se hubiese acumulado en el lecho [Prado et al, 2006],
también se ha reportado que altas velocidades de flujo provocan altos esfuerzos
cortantes en la biopelicula, lo cual favorece la formacion de biopelicula superficial en la
que existe mejor transporte de masa hacia su interior [Mendoza et al., 2004; Alonso et
al., 1997, Weber y Hartmans, 1996; Soria et al., 1997 y Y. Jin et al., 2007].

Tabla 14. Principales diferencias entre los resultados de Prado et al., 2006 y los de este

trabajo.
Diferencia Prado et al. [2006] Este trabajo
CE (gm-3h-) 101 121.4
ER (%) 63 99.5
Concentracion de entrada (gm-3) 0.8 24
Fuente de Carbono Amonio Nitrato
Volumen de solucién nutriente (mL) 2000 100
Velocidad de recirculacion de solucion nutriente 50 10
(mLmin-1)
Etapa 4 Etapa 5 Etapa 6 0
i i »
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Figura 20. Desempeno global de la biofiltracion de formaldehido, durante las etapas 4, 5 y 6.

Es importante puntualizar que en este trabajo se obtuvo una CE de 121.4 + 4.2
gm-3h-I (ER= 99.5%) utilizando una concentracién de 2.4 gm-3. La CE obtenida en
presencia de ozono es menor que la maxima reportada por Prado et al, (2004) sin
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ozono (180 gm-3h-!). Sin embargo, no es claro el periodo de tiempo en el que la
maxima CE fue alcanzada y cual fue la estabilidad del sistema durante el tiempo de
operacion. Sin embargo, la maxima concentracion de entrada en el presente trabajo, es
tres veces mayor que la concentracion utilizada por Prado et al. [2006], 2.6 veces mas
a la que us6 en 2004 y el doble de la obtenida por Garcia-Pérez [2013] en cuyo trabajo
se report6 1.2+0.04 gm-3, 61.4+17.8 gm-3h-! y 83.84+23.6 % de concentracion, CE y ER
respectivamente.

Etapa 4 Etapa 5 Etapa 6

Carga, CE [g m-3h-!
NoOA
o o o

23
-20

Tiempo [d]
-=-Carga M1 -=CE M1 -«~Carga M2 CE M2 Carga M3 -=-CE M3

Figura 21. Cargas y Capacidades de Eliminacion (CE) por modulo durante las etapas 4, 5 y 6.
M1 Mébdulo |, M2 Médulo 2, M3 Modulo3.
7.2.2  Alcdlinidad, mineralizacion, oxidacién de formaldehido con ozono y ozono
en la salida del biofiltro.

En la Figura 22 se puede observar el perfil de alcalinidad de las muestras de
lixiviados obtenidas bajo la adicion de ozono al sistema. Esta alcalinidad es un total de
todo el biofiltro, ya que se cuantificd en el lixiviado de todo el biofiltro. La capacidad
buffer incrementé de forma continua hasta alcanzar un valor maximo de 14501127 mg

CaCO;L-!.
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Figura 22. Alcalinidad total de los lixiviados en la parte con inyeccion de ozono.

El hecho de que la adicién de ozono controlo el pH del sistema podria deberse
a que el acido férmico, formado en la biodegradacion de formaldehido, podria haber
reaccionado con el ozono para producir COj por la reaccion descrita en la Figura
10. Ademas, de acuerdo al diagrama de especiacion del diéxido de carbono (Figura
23) y al pH promedio de 7.7+0.5 (dato de la parte 2, con adicion de ozono) se
esperaria que la especie HCO3- fuera la mas abundante en el sistema a lo largo del
tiempo, la cual podria provocar el incremento en la alcalinidad del sistema.

Figura 23. Diagrama de especiacion del CO;. (Tomado de Crittenden, 2005)

La mineralizacion del sistema (Figura 24) vista como un todo muestra una
tendencia negativa. Del dia 105 al dia 310 tiene un promedio de 27415%. Esta
mineralizacion es baja comparada con 48.1% reportado por Garcia-Pérez (2012). La
cantidad de solucion nutriente adicionada en el presente trabajo fue mayor; se
recircularon durante 30 minutos 100 mL de medio mineral cada cuatro dias, mientras
que Garcia-Pérez (2012) adicioné 20 mL 2 veces por semana. Entonces la cantidad de
agua disponible para que el CO; se solubilizara fue mayor en el presente trabajo.
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Figura 24. Porcentaje de Mineralizacion de Formaldehido dentro del sistema, basado en la
reaccion CH,0 + 0, —» €O, + H,0.

Por otro lado, la corriente de ozono se unidé con la de formaldehido 125
milisegundos antes de entrar al biofiltro. Esto condujo a preguntarse si el ozono
reacciona con el formaldehido y si esto sucedia, cuadl era su contribucion a la
mineralizaciéon. La Figura 25 muestra el promedio de tres dias del CO; cuantificado

en la fase gas por cromatografia de gases en la corriente 4 (formaldehido gaseoso)
justo antes de unirse con la corriente 9 (ozono) y en la corriente 4+9 (justo antes de
entrar al biofiltro, ver Figura 11). No hubo diferencia entre las barras; por lo tanto
no hubo mineralizacion sélo por efecto de ozono. Sin embargo, la Figura 26 muestra
que el formaldehido si reaccion6é con el ozono y/o con sus radicales (aunque no se
mineralizdé) en un promedio de 17.5 + 0.5%; este comportamiento ya ha sido
reportado previamente [Boncz, 2002; luga et al., 2008].

0.9
0.8 I
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

CO2 [gm-3]

HIN EMTRADA

Figura 25. Concentracién de COj antes de entrar al biofiltro en el punto de unién con
ozono (corriente 4= IN) y en la entrada del biofiltro (corriente 4+9=ENTRADA).
La muestra en la corriente 4+9 se tomé justo antes de entrar en el biofiltro.
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Figura 26. Formaldehido que reaccioné con el Ozono antes de entrar al biofiltro, con un
porcentaje promedio de 7.5 + 0.5%.

La Figura 9 muestra que la velocidad de reaccion FA+ozono es baja y que no
hay reaccion con el hidroxilo [Bonz, 2002]. Por lo tanto, la producciéon de CO,
observada en el biofiltro puede atribuirse principalmente a la degradacién biolégica del
formaldehido; la reaccién entre ozono y FA generd subproductos de degradacion, que
no se pudieron detectar por GC/MS, pero es posible que sean similares a los presentes
en los lixiviados y que ayudaron a amortiguar el pH por las sucesivas reacciones
posteriores con ozono Yy/o sus radicales.

En cuanto al amortiguamiento del pH del sistema, cabe mencionar que ademas
de la reaccion del acido férmico, que fue un subproducto generado por la degradacion
biolégica del formaldehido (Figura 3) y la reaccion con el ion hidroxilo para formar
CO,, también pudo ocurrir la descomposicion natural del ozono en presencia de
carbono inorganico para formar el ion bicarbonato, lo cual seria una contribucion

adicional para lograr el amortiguamiento del pH del sistema (Tabla 15) [luga et al,
2008, Yapsakl et al., 2008].

Tabla I5. Reacciones de descomposicion de ozono en agua natural que contiene carbono
inorganico (Yapsakl et al., 2004.)

Reaccién Constante de reaccion
03 +0H™ - 0, +HO, k=70

HO, = H* + 05 pKA= 4.8

0, +0;+H,0 - OH +O0H +20, k=1.6%10°

03+ OH - HO, + 0, k=1.1x108

HCO; + OH - €03 + H,0 k= 8.5x |0¢
C0% + OH - CO3 + OH~ k=3.9%108
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Los procesos descritos anteriormente son demasiado complejos debido a que
estan presentes radicales libres y como se sabe estas especies son muy reactivas y
dificiles de analizar. Por otro lado, se trata de un proceso hibrido de oxidacion
avanzada acoplada a proceso biologico en el cudl es dificil de aislar cada uno de los
procesos que suceden. A continuacion se recapitulan las reacciones que pudieron
ocurrir en el biofiltro basado en los principales subproductos de degradacion
detectados y en la literatura actual (Figura 27).

Figura 27. Posible mecanismo de reacciédn en las diferentes condiciones experimentadas
durante la operacion del biofiltro.
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7.2.3  Espesor de biopelicula

La Figura 28 representa el promedio de los espesores de dos muestras de
perlitas, de entre 6 y 24 mediciones cada una dependiendo del tamano de la muestra
para so6lo para el médulo dos, el cual presentd la mayor actividad a lo largo de la
operacion del biofiltro. En el Apéndice E se muestran las fotos adquiridas con la
camara LEICA®,

250

200 -

x
o
1

Espesor [um]
o
o

(9]
o
1

105 149 230 262 286 310
Tiempo [d]

Figura 28. Espesor de Biopelicula, promedio de dos particulas de perlita con 10 mediciones
aproximadamente cada una. Las desviaciones estandar, corresponden a las desviaciones de los
promedios entre las dos muestras (En el apéndice E se pueden ver las desviaciones de las
mediciones para cada particula de perlita).

Del dia 105 (sin ozono) al dia 149 (con ozono) se puede observar una
disminucion del espersor de 164%15 a 68+8 um en 44 dias. Wang et al. (2009) ya han
reportado la disminucion del espesor de biopelicula por el incremento en la
concentracion de ozono (0-120 mgm-3) . Otra conclusién importante, es que en el
periodo 3 donde se tiene un tiempo de operacion largo bajo las mismas condiciones
([FAJ= 0.92£0.1 gm-3 y [O3]=90 ppby), el desempefio global del biofiltro experimento
un estado estable, en cuanto a la capacidad de eliminacion (37.6x5 gm-3h-!) durante

127 dias. Sin embargo, el espesor de biopelicula no se mantuvo constante ya que
cambio de 6818 a 183+47 um, del dia 149 al dia 230 (en etapa 3).

En los dias 262, 286 y 310 la concentracién de ozono se mantuvo constante (90
ppby) mientras que la concentracién de formaldehido se aumento en 1.4+0.04, 1.810.1
y 2.420.1 mgm-3 con 90+3, 88%16 y 1348 um de espesor respectivamente, con
tendencia aparentemente ascendente. Sin embargo, las desviaciones estandar entre las
mediciones de espesor evidencian que no hay un efecto por el incremento en la
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concentracion de formaldehido a partir del segundo incremento en las etapas 5y 6
(ver apéndice E, Figura 37)

7.2.4 COT y SSV en lixiviados comparados con el contenido total de EPS.

El formaldehido y los subproductos de degradacion tienen altos valores de solubilidad.
(Formaldehido 400 mgL-!, metanol 100% miscible en todas las proporciones, acido formico
miscible y dimetoximetano 323 gL-!). EI Carbono Orgénico Total en los lixiviados estima el
carbono organico soluble. Esta medida no podria estimar el contenido de biomasa que esta

siendo lixiviada, ya que las muestras son filtradas en membranas de 0.22 uym. En la
Figura 29 se puede ver que el COT fue alto en casi toda la operacién, y la
explicacion es la alta solubilidad de los compuestos involucrados, como ya se
menciond. Por otro lado, Wang et al. (2009) propone que el ozono oxida los EPS y los
subproductos son disueltos en la fase acuosa por lo que aumenta el contenido de
carbono en los lixiviados.

Un resultado importante es la disminucidn en el contenido de EPS después de
haber inyectado ozono de manera continua, estos resultados son congruentes con los
obtenidos en la seccion 7.2.3 (espesor de biopelicula) donde también se observé una
disminucion en el espesor para el modulo dos después de agregar ozono. Otro punto
importante es que no se necesitaron altas concentraciones de ozono para
degradar/oxidar la biopelicula, como las que trabajaron Wang et al., (2009), las cuales
fueron 526 veces mayores que las utilizadas en este estudio (ver Apéndice D).
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Figura 29. Contenido de Carbono Organico Total (TOC) en lixiviados relacionado con el
contenido de EPS en el soporte. SSVL es una estimacion de la pérdida de biomasa en los
lixiviaddos.
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Durante siete dias a partir del dia 42 se hicieron lavados con solucion buffer
para estabilizar el pH de sistema alrededor de 8, por eso se ve una gran concentracion
de SSV en estos dias. Estimar cuanta biomasa sale en un sistema es importante para
asegurarse de no provocar lavado celular en el biofiltro, por lo que deberia ser una
practica de rutina.

7.3 Biomasa, EPS y viabilidad

Se considero pertinente estimar la viabilidad ya que el biofiltro estuvo expuesto
a dos bactericidas, el formaldehido y el ozono que pueden resultar letales en
concentraciones altas. En la Figura 30 se ven las viabilidades por modulo para las
etapas finales de la operacion del biofiltro, el eje de las ordenadas (y) esta expresado
en logaritmo base 10, por lo que la barra mas alta para cada dia es una aproximacion
de la viabilidad total. La viabilidad del médulo | fue la mas afectada ya que estuvo
expuesto a las concentraciones de ozono y formaldehido mas altas en todo el tiempo
de operacion. La viabilidad del M| en los dias 263 y 310 fue cero. La viabilidad del
modulo dos, fue ligeramente afectada con los incrementos en la carga de formaldehido
dias 263, 287 y 310. El modulo 3 fue el menos afectado en viabilidad, ya que en esta
altura del biofiltro la concentracion de formaldehido es baja y la concentracion del
ozono debe serlo también.

La viabilidad total del biofiltro disminuyé de 6.6x108 a 3.7x108 CFUViig-l s,oq e
seco teniendo una viabilidad maxima al final de la etapa 4 (dia 263). En esta etapa,
también se cuantificaron los valores mas altos para los parametros cinéticos.
Concentraciones similares de biomasa, 107 CFUmL-! han sido reportados en un
experimento en lote para la biodegradacion de formaldehido en agua donde
incrementaron las concentraciones de 130 en 175 y 300 ppm [Adroer, 1990]

vi CFU, Unidades formadoras de colonias
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Figura 30.Viabilidad por Médulo en las etapas con ozono

En la seccion 2.5.2 se discutieron algunos mecanismos de resistencia hacia los
biocidas para aclarar lo que sucedio en este sistema. Antes de adicionar ozono, en los
dias 30, 90 y 105 la produccién de EPS es alta (3.8, 7.7 y 18.15 mgCTg-!ss" para cada
dia respectivamente) ya que en esta etapa los microorganismos estaban produciendo

EPS para protegerse de la concentracion de formaldehido, funcionando como barrera
protectora (Figura 31) [Mah y O’Toole, 2001].

Después de adicionar ozono, los EPS totales disminuyeron de 18.15 a 1.39mg
CT/g-soporte-seco del dia 105 al 149. Ya que el ozono es una molécula altamente
reactiva [Boncz, 2002], tiende a reaccionar con lo que encuentra. Los EPS podrian
haber disminuido por oxidacién con ozono o con sus radicales de descomposicion. El
ozono ademas de oxidar los EPS podria generar dano en la membrana celular al entrar
en contacto con ella, causando que algunas proteinas porinas no se expresen y por tal
motivo los microorganismos no segregan EPS [Mah y O’Toole, 2001], inspecciones
visuales sobre las células con SEM antes y después de ozono podrian arrojar mas
informacion.

“il Soporte seco
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Figura 31. Perfil de de biomasa y EPS, M| es la Biomasa del Médulo |; M2,
del médulo 2 y M3 del Modulo 3. La biomasa y las EPS fueron evaluadas
como carbono total.

7.4Balance de Carbono

Para el balance de carbono se utilizo el carbono eliminado (formaldehido
consumido), por lo que esta seccion podria llamarse a esta “Justificacion del carbono
eliminado”. El balance de carbono se calcul6 para toda la operacion del biofiltro. La CE
se obtiene de calcular el area bajo la curva del perfil de CE en todos los dias (ver la
seccion de calculos). Se obtuvo una mineralizacion de 36.27% (Tabla 16) la cual es
baja comparada con el trabajo de Garcia-Pérez (2012) quien reportd 48.1% de
mineralizacion. Este sistema trabajo comparativamente con mayor cantidad de solucién
nutriente y puede dar lugar a la solubilidad del CO, en el agua, segln lo discutido en la
seccion 7.2.2 respecto a alcalinidad.

Tabla 16. Balance de Carbono

Unidades FA CO3 Carbono Biomasa Biomasa Subproductos
eliminado? producido soluble Lixiviada Acumulada ND
Lixiviado (Lecho)
g[C] 459.5 113.8 9.33 0.154 10.6 3256
[%] 100 36.27* 2.03 0.03 23 59.37%

3Eliminado de la fase gaseosa. ND, no determinado.*Respecto al tedrico por la reaccion
estequiométrica FA + 0, — CO, + H,0 (Ver seccion de célculos).

Garcia-Pérez (2013) también reporto 12% de formaldehido adsorbido y 34.7%
de subproductos no cuantificados en comparacion con 59.37% en este trabajo. La
cuantificacion del formaldehido ayuda a disminuir el porcentaje de subproductos no
determinados, que pueden ser dimetoximetano, acido formico, metanol, acido oxalico,
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e incluso formaldehido, segun los resultados de GC-MS-SPME identificados en cada
etapa (seccion 7.2.1).

Los porcentajes de biomasa lixiviada de 0.03% son un orden de magnitud mas
grande a los de Garcia-Pérez (2013) de 0.015%, posiblemente por el modo de
operacion que difiere en la cantidad de volumen de la solucidon nutriente y en la
recirculacion de la misma. El Carbono soluble es mayor en este trabajo, 2.03 contra
.3 %. Esto podria explicarse por el modo de operacion, en este trabajo se
recircularon 100 mL de medio mineral durante 30 minutos cada cuatro dias y Garcia-
Pérez agregaba 20 mL 2 veces por semana sin recircular. Al haber mayor agua para
disolverse, algunos de los COVs altamente solubles en agua pasan a esta fase, como ya
se discutio en la seccion 7.2.4.

7.5 Parametros cinéticos

El desempeno de los sistemas biolégicos depende en gran medida de la
estructura microbiana desarrollada en ellos. En este trabajo se identificaron algunos
microorganismos eucariontes (con la region |18S) aislados del biofiltro (ver Apéndice
F). Asi mismo, también se desarrollaron microorganismos procariontes en el biofiltro,
lo cual se sabe por cultivos hechos en placas (datos no mostrados). Cada consorcio
tiene desempenos especificos caracterizados por los parametros cinéticos. Ademas
estos dependen del contenido de biomasa.

Los parametros cinéticos fueron calculados segun la Tabla 8 (seccion 6.7) de
forma global para el biofiltro utilizando el promedio de las estimaciones de biomasa
para cada médulo (ver secciéon de calculos). En un reactor de biopelicula que degrada
determinado contaminante y en el cual la biomasa no tiene ningln valor, es deseable
que:

l. La velocidad de utilizacion de sustrato sea grande para tener
menores tiempos de residencia

2. La velocidad especifica de crecimiento de biomasa sea pequeno para
evitar acumulacién de biomasa, taponamiento, etc.

3. El coeficiente de conversion de sustrato a COj sea alto, ya que esto
incrementaria el grado de mineralizacion del contaminante.

4. El coeficiente de conversidn de sustrato a biomasa sea bajo.

Las etapas 2c y 3a se pueden comparar por haber operado bajo las mismas
condiciones, con la diferencia que en al inicio de 3a (dia 105) se inyecté ozono. De
esta forma se puede ver como el ozono aparentemente hizo que todos los parametros
disminuyeran ver Figura 32, Figura 33, Figura 34 y Figura 35. Sin embargo, se
debe recordar que el consorcio experimento un choque de carga y esto pudo haber
afectado en la disminucion de dichos parametros. Es decir, no se puede saber si fue la
7Y 86
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concentracién alta de formaldehido o la adicion de ozono la que afectd negativamente
todos los parametros cinéticos calculados. Todos los parametros son mayores en 2c.
Mas bien el tiempo bajo el cual estuvieron expuestos a ozono provocd que algunos
parametros cambiaran, como en la etapa 4, donde se tiene la velocidad de utilizacion
de sustrato mas alta (0.715 g FA degradado gBiomasa-'h-!). Las etapas 3a y 3b tienen
las mismas condiciones de operacion, sélo cambia el tiempo de exposicion al ozono,
con el tiempo puede desarrollarse tolerancia a las condiciones. Se aprecia que aun en
estado estable, estos parametros aumentaron en el caso de ryt Y Ycoa/s ¥y disminuyd p
y Yxss (Tabla 17, Etapas 3a y 3b).

0.00140

0.00120 -

0.00100 -
= 0.00080 -
£
=.0.00060 -

0.00040 -

0.00020 -

0.00000 T | | |

2c 3a 3b 4 5
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Figura 32. Velocidad especifica de crecimiento (4) del desempeno global del biofiltro.
Expresado en h-l.
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Figura 33. Coeficiente de rendimiento biomasa/sustrato (Yx/s) global del biofiltro.
Expresado en g de Biomasa producida g-!de formaldehido degradado.
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Figura 34. Velocidad de utilizacién de sustrato (ry¢) global del biofiltro.
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Figura 35. Coeficiente de conversién de sustrato a CO7 (Yc0o2/s)-
Expresado en g de CO; producido g-! de formaldehido degradado.

Tabla 17. Parametros cinéticos durante la adicion de ozono*

Etapa M rut YXIS YCO2/S
[h” |] [g FA degradado [gBiomasa gFA [gCO?2 producido
gBiomasa™!h-17 degradado~!] gFAdegradado™']

2c 0.00112 0.0470 0.06 0.0123
3a 0.00061 0.0214 0.05 0.0089
3b 0.00014 0.0372 0.01 0.0064
4 0.00025 0.0715 0.02 0.0116
5 0.00072 0.0318 0.06 0.0085

*Sin ozono: 2¢; con ozono: 3%, 3b, 4,5y 6.
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Después de la etapa 4 se presentd un decremento de ry¢ hasta 0.076 g FA
degradado gBiomasa™'h-!(etapa 6). Los incrementos en la concentracion de formaldehido
afectaron la velocidad de asimilacion de formaldehido. Otros tratamientos bioldgicos
que han estudiado la degradacion de formaldehido han reportado problemas de
inhibicion con diferentes concentraciones de formaldehido utilizadas en agua [Ebrahimi
y Borghei, 201 I; Lu y Hegemann, 1998].

Wang et al. [2009] estudio los cambios en las capacidades metabdlicas con un
método colorimétrico evaluando el desarrollo del color promedio en una celda-
reactivo llamado AWCD (por sus siglas en inglés) durante la adicion de ozono y sin
este. Muestran que las pendientes de las curvas de AWCD incrementan en la
presencia de ozono y estos incrementos fueron mayores con el tiempo. Lo cual
coincide con los resultados obtenidos en las etapas, 4, 5, y 6 pero no para las etapas 2
y 3 de las que se concluye un efecto negativo sobre las capacidades metabdlicas por la
adicion de ozono.

La conclusion mas importante es que después de la etapa de larga operacion
(Etapas 3a y 3b), se alcanzo la maxima velocidad de utilizacion de sustrato (ry¢) asi
como el maximo coeficiente Ycoy/s los cuales son dos parametros importantes, ya

que asimilan rapido al contaminante y ademas tienen alta conversion de sustrato a
CO; (Figura 34 y la Figura 35, Etapa 4).

Por otro lado, se debe tener en cuenta que estos valores son especificos del
consorcio utilizado, el contaminante tratado, el material de empaque usado y las
condiciones de operacion probados. Avalos-Ramirez [2008] reporté un valor de p de
0.037 h-! para un filtro de lecho escurrido que trataba metanol y para un biofiltro
convencional valores entre 0. 0001 y 0.0025 h-!. Sharefdeen et al. [1993] obtuvo
valores de Y entre 0.05 y 0.16 h-! para la biofiltracién de metanol que es mas
biodegradable que el formaldehido por eso tiene mas altos valores de J. Sin embargo,
en los reactores de biopelicula no es deseable que la velocidad de crecimiento
especifica sea grande ya que provocaria mas rapido el taponamiento (clogging o
biofouling) del reactor.
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CONCLUSIONES
8. CONCLUSIONES

Altas concentraciones de entrada durante la biofiltracion de formaldehido pueden
ser tratadas con la adicién de bajas concentraciones de ozono. En este estudio se
alcanzé a degradar, mediante biofiltracion, una concentracién inicial de 2.4 gm-3, la
cual comparada con la concentracién maxima alcanzada en este estudio sin ozono
(0.7 gm-3) es 3.4 veces superior; en comparacion con el trabajo de Prado (2006)
es 3 veces superior y en contraste con el trabajo de Garcia-Pérez, (2012) la
concentracion tratada en este estudio es 2 veces superior.

La adicion de ozono hace posible la recuperacion del desempeno en la
biofiltracion de formaldehido que ha sido acidificado, debido a la reaccion de éste
con los subproductos de degradacion producidos via quimica y/o biologica.
Ademas, la adicion de ozono regula el pH en un nivel optimo (7-8) para la
biofiltracion de formaldehido.

La adicion de ozono no afecto el desempeno global del biofiltro, mas bien podria
verse favorecido, ya que disminuyé el contenido de EPS y el espesor de
biopelicula.

La disminucion en los parametros cinéticos puede deberse a la adicion de ozono o
al choque de carga de formaldehido.

La viabilidad del sistema disminuyo ligeramente con los incrementos en las
concentraciones de formaldehido sin afectar el desempeno global del sistema. La
viabilidad del modulo | se perdié completamente, durante los incrementos en la
concentracién de formaldehido. Aunque es complejo separar el efecto del ozono y
el efecto del formaldehido sobre la viabilidad y el crecimiento de la biopelicula. Se
puede concluir que el incremento en las concentraciones de formaldehido
provoco la pérdida de viabilidad del médulo 1, el cual no puede ser atribuido a la
adicion de ozono ya que este permanecié constante en la segunda parte del
experimento.
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En estos dias las herramientas para la identificacion de microorganismos estan
bien desarrolladas y se utilizan con el afan de encontrar al microorganismo o6
microorganismos identificados por género y especie, capaces de soportar altas
concentraciones de un contaminante que ademas soporta la presencia de un biocida
que resulta en el mejoramiento del tratamiento bioldgico, lo cual es valioso para una
aplicacion real, o puede dar lugar a investigaciones de los genes que dan esta
resistencia que seria posible pasar a otro microorganismo de facil crecimiento.

Por otro lado, seria interesante estudiar las cinéticas de adsorcion del
formaldehido sobre la perlita a diferentes pH, acido, neutro y basico, ya que los
modulos del biofiltro desarrollaron diferentes pH; el mas acido (médulo |) mostré
desorcion durante un largo tiempo de operacidon. Es necesario hacer mas
experimentos que justifiquen el incremento de formaldehido en la salida del médulo |I.

El balance de carbono indica que una gran parte de productos en la fase gaseosa
no son cuantificados, y en esta fase no se detectaron ni cuantificaron subproductos, los
que fueron reportados se detectaron en la fase liquida. Por lo que resultaria de interés
cuantificar al menos uno de los subproductos principales de degradacion del
compuesto que se esté tratando, sea formaldehido, metanol, tolueno, etc.

El seguimiento de la posible degradacion de metanol como parte de la solucién
en la que se encuentra el formaldehido también es necesario para atribuir
adecuadamente la mineralizacion presentada al formaldehido o al metanol o a la mezcla
de ambas.

10.OPNION GENERAL

En la medida que la comunidad cientifica se vincule con las industrias se tendran
trabajos mas valiosos para los estudiantes, los investigadores y la poblacién en general.
Un pais como México necesita mas que ciencia basica, necesita aplicar tecnologia
derivada de la ciencia en sus procesos para hacerlos eficientes, sostenibles y
competitivos.
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12. APENDICES
A. Calculos

Al. Mineralizacion

La mineralizacion en el balance de carbono se calculdo con la siguiente reaccion
estequiométrica:

FA+ 0, > CO, + H,0

12
3 33 9€=c02 ,
En la cual se guarda la relacion de carbono: e =0.681, la cual deberia
_g —_—
30
cumplirse en una mineralizacion del 100%. Entonces con el formaldehido degradado se
estima cuanto CO; deberia producirse y se compara con el obtenido

experimentalmetne .

CO2 experimental
CO2 teorico

%Mineralizacion = 100
El CO; experimental se cuantifico en GC-MS y el CO; tedrico se calcula con la

reaccion de oxidacion de formaldehido utilizando la cantidad de este compuesto que
fue degradado.

A2. Balance de carbono

En el balance de carbono se hizo de forma global para toda la operacion (310 dias). Por
lo tanto, fue necesario conocer el formaldehido degradado en ese periodo. Se obtuvo
graficando los datos de la CE en el programa Origin, el cual tiene una funcidon para
estimar el area bajo la curva. En mi caso, obtuve una area de 16504.75 con unidades de
gm-3h-1d, que se tiene que multiplicar por el volumen del biofiltro (m’) y por 24
(factor de conversion) y asi obtengo los gramos de formaldehido eliminado. Recordar
que la CE es una velocidad de eliminacion de formaldehido en gm-3h-!. Después de
estos calculos, ya se conoce la masa de formaldehido degradado (g).

Con la masa total de formaldehido degradado (1148.7 g-FA) se calcula la cantidad de
carbono: 1148.7 - ;ZQFCA = 459.5 gC-FA y con la relacion teérica (0.681) para un 100%

de mineralizacion, se deberian tener 31291 gC-CO;. Sin embargo, del CO,

cuantificado e integrado (igual que el formaldehido) se obtuvieron 113.8 g C de CO,.
113.8
312.91

Entonces + 100 = 36.3% de mineralizacion respecto al tedrico.

El carbono soluble total es la suma de todo el carbono que se cuantificé en los
lixiviados como carbono total.
Y 97
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La biomasa es la suma de todos los SSV en los lixiviados. Se determinaron SSVL-! y
dado que conozco el volumen lixiviado puedo saber cuantos SSV se lixiviaron e hice la
suma. Después para incluirlo en el balance de carbono hice la “suposicion” de que
ISSV=113gBiomasa/mol la cual tiene 60 g de Carbono por la ecuacion de CsH70,N.

La biomasa acumulada se calculé para cada modulo y se sumo. De cada uno se obtuvo
una estimacién en mgCTg-Isoporte, entonces se multiplicé por la densidad aparente
de la perlita (p,,=106.8gL-!) y luego por el volumen del lecho del médulo
correspondiente.

A3. Parametros cinéticos

La biomasa se estim6 para cada médulo como carbono total por gramo de
soporte seco (mgCTg"soporteseco). Entonces, para calcular los parametros cinéticos

globales se obtuvo el promedio de la biomasa de los médulos.

i Velocidad especifica de crecimiento

__ 1 B 1
K=t —t, "B, 24

Donde:

u= velocidad especifica de crecimiento en h-I.

tp= dia final del periodo evaluado en dias.

t,= dia inicial del periodo evaluado en dias.

B |=biomasa estimada en t| en mgCTg"soporteseco.

B,= biomasa estimada en t; en mgCTg'lsoporteseco.

1 ., ,
;= factor de conversion de dias a horas.

B| y B2 en el caso de la estimacion de los parametros globales son el promedio

del contenido de biomasa de los tres modulos.

ii. Velocidad de utilizacidn de sustrato

Se calculé con la siguiente ecuacion:

CE
rut:E'V

Donde:

CE= capacidad de eliminacion de formaldehido en el periodo (t;-t})
expresado en gm-3h-!.

V= volumen del lecho en m3.

B=B;-B|= es la biomasa producida en el periodo (tp-t|) en g de Biomasa*.
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*En este caso se hizo una serie de consideraciones, con el objetivo de expresar

rut €omo gFAdegradado8™ ' Biomasah™!, las cuales se describen a continuacion.

e La biomasa tiene una formula celular CsH707N cuyo peso molecular es
[13 g/mol (Rittmann, 2001). En donde 60 g corresponden al carbono.
Entonces se tiene una relacion | 13 gBiomasa/60gC = 1.883gBiomasa/gC

o Este parametro engloba toda la biomasa producida en el biofiltro (para
los parametros globales), la cual se calculé con la siguiente ecuacion:

B. — mg CT 1 v
T — gss 1000 pap L
Donde:
Br= Biomasa total en g CT.
ms - miligramos de carbono total por gramo del soporte seco (el

promedio de los tres modulos en el caso de calcular los parametros
cinéticos globales).

1 _ -
1000 factor de conversion de mga g.

Pap= densidad aparente de la perlita= 106.8| gLl
V.= volumen del lecho en L

Finalmente la cantidad de biomasa se calcula con:
Biomasa
B= B, - 1.883 gg—c

Donde la biomasa (B) queda expresada en g de Biomasa, la cual se
utilizé en la ecuacion ry.

iii. Coeficiente de conversion de sustrato a biomasa (Yx/s)
B

s =CE v 24
Donde:
Yx/s= coeficiente de conversién de sustrato a biomasa en gBproducida g'l FA
degradado.
B= biomasa en g de Biomasa en el periodo 0. Se calcula como se explico
anteriormente.
CE= capacidad de eliminacion de formaldehido en gm'3h-|.
0= ty-t|, es el periodo de la etapa evaluada en dias.

24= factor de conversion de dias a horas.
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iv. Coeficiente de conversion de sustrato a CO7 (Ycoys)
Y, _ Q- (COZSalida - COZEntrada)
€02/5 V- CE

Yco,/5= 8CO02producido & FAconsumido™!
V= volumen del lecho en m3

CE= Capacidad de eliminacién en gm-3h-|
Q, flujo volumétrico (m3h-1).

B. Composicion de la perlita

Tabla 18. Composicion de la perlita

APENDICES

Elemento Concentracion
(% en peso)x DS
C 2.4+ 3.6
@) 55.4+0.3
Na 2.3+0.3
Al 5.2+0.5
Si 31.0+3.7
K 2.3+0.3
Ca 5.2+0.5
Fe 31.0£3.7
Mg ND
Ti ND

DS, desviacién estandar; ND, no detectado. Composicién reportada por Prado et al., 2004.

C. Formaldehido en lixiviados

En la Figura 36 se ve la concentracion de formaldehido detectada en lixiviados
durante 108 dias. La concentracion de formaldehido es muy baja, a este dia con el
“balance de carbono” se encontré que menos de 1% del formaldehido eliminado

estaba disuelto en la fase acuosa.

0.015 - .
T 0.01 -
E-, .
<
i 0.005 - . et e
. . [
® . . '..$' %
0 ‘
0 20 40 60 80 100
Tiempo [d]

120

Figura 36. Formaldehido cuantificado en lixiviados durante 108 dias.
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D. Concentracién de Ozono ;Alta o baja?

La concentracion de ozono utilizada en los sistemas de aire no debe ser
comparada directamente con las concentraciones utilizadas en agua. Debe hacerse una
conversion de la concentracion en la fase gaseosa hacia la fase liquida que es como el
ozono puede estar “biodisponible” para romper las células de los microorganismos.

La constante que relaciona la concentracion de un gas y un liquido en equilibrio
es la constante de Henry. En su forma adimensional para el ozono es:

Hogim = f:—‘: =323 a 20°C

La maxima concentraciéon de ozono que utilizaron Wang et al., (2009) fue de
140 mgm-3 en fase gaseosa la cual equivale a 43.26 mgm-3 en agua. En este trabajo se
utilizé una concentracion de 90 ppby o 0.190 mgm-3 en la fase gaseosa lo cual equivale

a 0.06 mgm-3 en la fase liquida.

El rango de concentracion de ozono utilizada en la desinfeccion durante el
tratamiento de aguas residuales es de 0.1-10 mgL-! (100-10000 mgm-3). Por lo que la
concentracion usada por Wang respecto a la minima (100) usada en desinfeccion es
2.3 veces inferior y la usada en este trabajo es 526 veces inferior; por lo que no hay
riesgo de causar muerte total de los microorganismos.

£,
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E. Espesores de biopelicula y fotos de perlita

Para hacer las mediciones de espesor se prepararon tres perlitas, bajo la
posibilidad de perder una muestra durante el tratamiento y hacer al menos mediciones
por duplicados de particulas. En cada particula se hicieron entre 6 y 24 mediciones
segun el tamanho de esta, siendo mas para las mas grandes.

En la Figura 37, se aprecian los espesores promedio de las mediciones
realizadas por perlita observada y por dia de muestro con sus respectivas desviaciones
estandar. Como ya se discutio en la seccion (6.6.3.4), el efecto del ozono sobre el
espesor se aprecia del dia 105 al 149, concluyendo que este tiene la capacidad de
disminuir el espesor por oxidacion de los EPS (Wang et al., 2009). En los dias 262, 286
y 310 se hicieron incrementos en la concentracion inicial de formaldehido de 1.4+0.04,
1.840.1 y 2.4£0.1 mgm-3 en los cuales las barras de desviacidn estandar se intersectan,
de lo cual se concluye que no hay efecto en el espesor por el incremento de
concentracion de formaldehido.

350

300

Espesor [pm]
_— _— [ N
o wv o v
o o o o

Il Il Il Il

v
o
I

o
I

105 149 230 262 286 310
Tiempo [d]

M Perlita | W Perlita 2

Figura 37. Espesor promedio de 6-24 mediciones por perlita para el médulo 2 en la segunda
parte de operacion.

Con objetivo de tener referencia visual de una perlita sin biomasa, se utilizaron
tres particulas de perlita, las cuales nunca estuvieron en el reactor y se dejaron en agua
durante una noche. Después recibieron el mismo tratamiento que el resto de las
muestras, como se indica en la seccién 6.6.3.4 de materiales y métodos.

A continuacion se muestran fotos 10X, 20X y 40X de una perlita de referencia
(blanco) que fue procesada igual que el resto de las muestras, asi como de algunas
particulas analizadas correspondientes a los dias 286 y 310 del modulo 2, con el
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propésito de explicar donde se hicieron las mediciones y cuales fueron las diferencias
visuales entre una particula sin biopelicula y con biopelicula.

La perlita sin biomasa tefiida con
toluidina tomé este color azul, por lo
tanto en las muestras con biomasa las
areas azules se con se consideraron

como biopelicula

Figura 38. Perlita sin biomasa tefida con
azul de toluidina al 1% (Objetivo 10X)

1 Perlita

A /

Figura 39. Perlita sin biomasa tefida con
azul de toluidina al 1% (Objetivo 20X)

Perlita

Figura 40. Perlita sin biomasa tefida con
azul de toluidina al 1% (Objetivo 40X)
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Microorganismos

biopelicula se midi6 sobre las imagenes
10X, fuera del area sombreada. Los cortes
transversales se hicieron a distintas alturas o
profundidades de la perlita. Aunado a esto,
en el interior de la perlita se crean
gradientes de concentracion de oxigeno,
contaminante, nutrientes, etc. Estas variables
podrian sobrestimar efecto del ozono y las
concentraciones de formaldehido sobre el
espesor biopelicula. Por lo tanto, se
consideré apropiado medir solo el
crecimiento de la biopelicula en la capa
externa de las particulas, fuera del area

sombreada.

Figura 41. Perlita |-Dia 286 (Objetivo 10X)

/ Microorganismos

Figura 42. Perlita |-Dia 286 (Objetivo 40X)

N\ \
/

Figura 43. Perlita |-Dia 286 (Obijetivo 20X)

] Microorganismos
_—

Las areas moradas son microorganismos.
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Microorganismos/Biopelicula

v

Figura 44. Perlita 3-Dia 310 (Objetivo 10X)

\

Figura 45. Perlita 2-Dia 310 (Objetivo 20X)

—
\ Microorganismos/Biopelicula

Figura 46. Perlita 3-Dia 310 (Objetivo 40X)

Microorganismos/Biopelicula
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F. Aislamiento e identificacion de hongos
Los hongos identificados fueron los siguientes:
Tabla 19. Hongos identificados del dia 230
REFERENCIA ORIGEN IDENTIFICACION GENEROS NUMERO Fecha de
EN BLAST RELACIONADOS DE ACCESO acceso
HRPDA - Hongo Fusarium Fusarium JF793527.1 19-05-13
Cl-ll Rosa proliferatum Hypocreales
Crecié en: (Gibberella Cyttaria
PDA intermedia)
Botryosphaeria
Modulo | Sordariomycete
Dia 230
HR PDA2- Hongo Fusarium oxysporum  Gibberella JN020659.1  19-05-13
2 Rosa Pestalotiopsis
Crecio en:
PDA
Modulo2
Dia 230
HBG PDAI-IIl  Hongo Galactomyces reessii ~ Gibberella HQ436459.1 19-15-13
blanco Pestalotiopsis
grande
Creci6 en:
PDA
Modulo |
Dia 230
LPDAI Levadura  Komagataella Candida

Creci6 en: Pastoris CBS 7435 Komagataella
(Pichia pastoris CBS

PDA 7435) Saccharomycetes
Médulo |
Dia 230
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Y al final...

...la opinion mas importante de ti es la tuya.
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