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Resumen

El material de empaque en sistemas de biofiltracion actualmente es de gran
interés de estudio debido al efecto que tiene en el desempefio del biofiltro. En
este trabajo se estudid la biodegradacion de una mezcla de hidrocarburos
compuesta por hexano, tolueno y MEC en un biofiltro utilizando diferentes
materiales de empaque: Perlita, Poliuretano modificado con almidén y un soporte
de polipropileno reforzado con fibras de agave. A partir de una carga constante de
contaminantes de 180 g m®h™, se obtuvo en el dia 24 una Capacidad de
Eliminacién (CE) de 95 g m>h™ cuando se utiliz6 Perlita, mientras que con
Poliuretano modificado se obtuvo una CE de 104 g m>h™ en el dia 1. A diferencia
de éstos materiales, con el Polipropileno reforzado solamente se logré una CE
méxima de 66 g m>h en el dia 41, y que posteriormente fue disminuyendo con el
tiempo sin lograr recuperarse. Las variaciones de carga en el estado estable
arrojaron datos de CE criticas de 200y 300 g m>h™; y CE maximas de 220 y 435
g m>h? para la Perlita y el Poliuretano modificado, respectivamente. El biofiltro
empacado con polipropileno modificado no permitié hacer variaciones de carga
debido a que no se logré estabilizar. La velocidad especifica de biodegradacion
de la mezcla de hidrocarburos, en el biofiltro, fue de 520 MQhigrocarburos g'lprc,tema-h'1

con el Poliuretano modificado; y de 80 mghidrocarbumsg'1protema-h'l con la Perlita.




Abstract

The packing material in biofiltration systems is of great research interest due to its
effect on the biofilter performance. In this work it was studied the biodegradation of
a mixture of hydrocarbons composed by hexane, toluene and MEK, in a biofilter
using different packing materials: Perlite, Polyurethane modified with starch and
Polypropylene reinforced with agave fibers. From a constant inlet load of
180 g m2h it was obtained an EC of 95 g m>h™ on day 24 with Perlite as packing
material, and with modified polyurethane it was obtained an Elimination Capacity
(EC) of 104 g m>h™* on day 1. Meanwhile, with the reinforced polypropylene a
maximum EC of 66 g m>h"was reached on day 41 and was and then it diminished
along the time. The inlet load variations in the steady state showed values of
critical ECs of 200 and 300 g m>h*; and maximum ECs of 220 and 435 g m=h™ for
Perlite and the modified polyurethane, respectively. The biofilter packed with the
modified polypropylene did not reach the steady state, and it was not possible to
carry out the study of inlet load variations. Specific biodegradation rates of the
hydrocarbon mixture, in the biofilter, were 520 Mghydrocarbonsd protein-h™* for the

modified polyurethane; and 80 MQhydrocarbonsd protein-N™  for  the  Perlite.




1. Introduccion

El estado del medio ambiente esta relacionado con el crecimiento poblacional,
debido a eso, la concentracién de la poblacion en &reas urbanas con frecuencia se
asocia a la presencia de una gran actividad industrial, incremento del parque
vehicular y, por tanto, elevado consumo de combustibles, que contribuyen en gran
parte al problema de la contaminacidon atmosférica. Las emisiones de
contaminantes a la atmdésfera ocasionan serios problemas a nivel local en la salud
de la poblacion, y a los monumentos arquitecténicos. Por otro lado, y a nivel
regional, afecta los bosques y ecosistemas acuaticos debido a la lluvia acida.
Ademas, repercute a nivel mundial afectando el cambio climatico y la reduccién de

la capa de ozono.

En México, la calidad del aire es una constante preocupacion, pues se ha
observado una disminucién de ésta, la cual se refleja en una menor visibilidad e
incremento de molestias y enfermedades asociadas a la contaminacion. La
exposicion humana a los contaminantes atmosféricos conlleva graves afecciones
de la salud, como ataques de asma, bronquitis, enfermedades cardiacas, etc. Se
ha encontrado que la inhalacion de los contaminantes, aun en cantidades
relativamente bajas, puede causar dafios irreversibles a la salud. Debido a esto,
la gestion de la calidad del aire en México se ha establecido como una prioridad
para las autoridades ambientales. Los inventarios de emisiones han arrojado que
los principales contaminantes que alteran la calidad del aire son: monoxido de
carbono (CO), dioxido de carbono (CO,), sulfuro de hidrégeno (H.S), diéxido de
azufre (S0O,), Oxidos de nitrogeno (NOyx), metano (CH4), compuestos
clorofluorocarbonados (CFC), , ozono (O3) e hidrocarburos totales (HC) que
generalmente son compuestos organicos volatiles (COVs) (Instituto de Ecologia,
2004).

Los COVs son motivo de preocupacion tanto por su papel precursor de ozono,
como por la alta toxicidad de algunos de ellos. Debido a su variedad no se

conocen completamente sus efectos. Sin embargo, para algunos de ellos, como el




benceno, se ha reconocido su papel cancerigeno. Se ha observado que cuando
las personas se exponen a algunos compuestos organicos volatiles, de manera
inmediata experimentan sintomas como irritacién de ojos y del tracto respiratorio,
dolor de cabeza, desérdenes visuales y mareos. Por lo tanto, debido al impacto en
la salud y medio ambiente de la exposicion y emisiéon a COVs a nivel mundial, es
necesario implementar técnicas de tratamiento in situ de estos contaminantes. Lo
anterior permitiria reducir las emisiones de COVs a la atmosfera y con esto los

efectos adversos sobre el medio ambiente y la salud.

Las técnicas de tratamiento de esto tipo de contaminantes mas comunmente
utilizadas son los métodos fisicoquimicos y los métodos bioldgicos. Los métodos
fisicoquimicos son aplicados principalmente cuando se tienen grandes flujos y
concentraciones altas de contaminante. Con estos métodos puede lograrse la
destruccion completa del contaminante, como el caso de la incineracion. El
tratamiento de COVs a través de métodos fisicoquimicos, en general, implica
costos energéticos muy altos y en algunos casos se produce contaminacion
secundaria (NOx). Ademas, este tipo de tecnologias para el control de COVs son
a menudo muy costosas, especialmente en aquellos casos donde la concentracion

del contaminante es baja y el flujo es alto.

Los métodos bioldgicos son utilizados para tratar corrientes de contaminantes con
flujos altos y concentraciones bajas de contaminante. Estos métodos se basan en
la capacidad de los microorganismos para transformar algunos contaminantes
organicos e inorganicos a compuestos menos téxicos. El tratamiento biolégico de
COVs, parece ser una alternativa prometedora por su bajo costo y bajo impacto
ambiental, ya que el proceso biologico puede llevarse a cabo a temperaturas
cercanas a la ambiente, y a presion atmosférica. Dentro de este tipo de
tratamiento se encuentra la técnica de biofiltracion, la cual se basa en la capacidad
de algunos microorganismos (bacterias, hongos, levaduras) para degradar una
variedad de compuestos organicos y algunos inorganicos, haciendo uso de
reactores biologicos mejor conocidos como biofiltros. Estos consisten

principalmente de una columna de lecho empacado sobre el cual los organismos




degradadores estan naturalmente inmovilizados. Los microorganismos crecen
sobre la superficie del soporte formando una biopelicula, en donde se lleva a cabo
la eliminacion del contaminante gaseoso. Los productos finales son principalmente
CO,, agua y biomasa. El papel principal del material de empaque es soportar la

biopelicula, pero también puede servir como un reservorio de nutrientes y agua.

Los materiales de empaque utilizados juegan un papel muy importante en todo
tipo de reactores. En este sentido, este trabajo estd enfocado en el efecto del
material de empaqgue en los sistemas de biofiltracion de emisiones gaseosas. La
naturaleza y caracteristicas del material tienen una gran influencia sobre la
eficiencia de eliminacion de los biofiltros. La funcién principal del empaque es
propiciar el contacto entre los contaminantes en la fase gas y la biopelicula
inmovilizada en la superficie del material. Las caracteristicas principales que
deben considerarse al momento de seleccionar un material de empaque son: pH,
capacidad de retencion de agua, area superficial, densidad, porosidad, resistencia
mecanica y capacidad amortiguadora. Los materiales de empaque pueden ser
materiales naturales organicos, naturales inorganicos y sintéticos. En los estudios
cientificos de biofiltracion, materiales de diferente naturaleza han sido utilizados,
tal es el caso de carbon activado, turba, vermiculita, suelo, composta, perlita
(aluminosilicatos), y los materiales sintéticos entre los que se encuentran los
polimeros. Por esta misma via se esta investigando la modificacién de algunos de
estos materiales para propiciar diferentes factores que ayuden a la formacion y
fijacion de la biopelicula, todo con el mismo fin de incrementar la biodegradacion
de COVs.

Debido a que el material de empaque juega un papel importante en los sistemas
de biofiltracién, el objetivo de este trabajo es evaluar el desempefio de tres
reactores empacados con diferentes materiales de empaque como son Perlita,
polipropileno reforzado con fibras de agave, y poliuretano modificado con
almidon, durante el tratamiento de una mezcla definida de COVs que consiste en

hexano, tolueno y metil etil cetona. Ademas, se tiene como objetivo realizar la




sintesis del poliuretano, el cual sera modificado para promover el crecimiento de

biomasa y aumentar la tasa de degradacion de los COVs.




2. Estado del arte

2.1 Contaminacién del aire

La contaminacion ambiental se define como la presencia en el aire de sustancias
y formas de energia en concentraciones que alteran la calidad del mismo, de
modo que implique riesgos, dafios o molestias graves para la salud de personas,
medio ambiente en general, incluyendo animales, plantas, microorganismos,
edificios y otros materiales hechos por el hombre. La concentracién de la
poblacion en areas urbanas con frecuencia se asocia a la presencia de una gran
actividad industrial, incremento del parque vehicular y, por tanto, un elevado
consumo de combustibles, que contribuyen en gran parte al problema de la

contaminacion atmosférica.

Las emisiones de contaminantes a la atmdsfera ocasionan serios problemas a
nivel local en la salud de la poblacién, y a los monumentos arquitecténicos. Por
otro lado, y a nivel regional, afecta los bosques y ecosistemas acuaticos debido a
la lluvia acida. Ademas, repercute a nivel mundial afectando el cambio climatico y
la reduccion de la capa de ozono. En México, la calidad del aire es una constante
preocupacion, pues se ha observado una disminucion de ésta, la cual se refleja en
una menor visibilidad e incremento de molestias y enfermedades asociadas a la
contaminacion. Las emisiones gaseosas originadas de las diferentes actividades
industriales son descargadas al ambiente al punto de sobrepasar la capacidad de
purificacion de los ecosistemas. La exposicion de las personas a los
contaminantes atmosféricos conlleva graves afecciones de la salud, como ataques
de asma, bronquitis, enfermedades cardiacas, etcétera, y se ha encontrado que la
inhalacion de los contaminantes, aun en cantidades relativamente bajas, puede
causar dafos irreversibles a la salud. Por ejemplo, reducciones en la capacidad
pulmonar de los nifios. Asimismo, los resultados de algunos estudios
epidemioldgicos muestran que la exposicion a ciertos contaminantes atmosféricos
estd asociada con un incremento de mortalidad por enfermedades respiratorias y
cardiovasculares. Debido a esto, la gestion de la calidad del aire en las ciudades

mexicanas se ha establecido como una prioridad para las autoridades




ambientales. El monitoreo junto con los inventarios de emisiones son las

herramientas basicas para la atencion de estos problemas.

Las alteraciones en la composicion del aire atmosférico son originadas por fuentes
naturales y antropogénicas. Dentro de las naturales se encuentran las originadas
por la vegetacion: esporas de hongos y granos de polen; las originadas por
erupciones volcanicas: particulas, cenizas, compuestos organicos e inorganicos
volatiles, dioxido de azufre (SO,), 6xidos de nitrogeno (NOx) y metano (CHy)
(Vesilind y col.,). Las emisiones biogénicas incluyen NOy, hidrocarburos no
metanogénicos, metano, monoéxido de carbono (CO), didxido de carbono (CO,) y

sulfuro de hidrégeno (H,S).

Las fuentes antropogénicas se dividen en dos grupos: a) Fuentes moviles
originadas por el transporte en automaviles, aviones, embarcaciones, camiones,
ferrocarril, etc. Las emisiones procedentes de estas fuentes, principalmente son
CO,, NOyx, CO, SO,, ozono (O3) e hidrocarburos totales (HC) y particulas de hollin.
b) Las fuentes fijas son generadas por la industria de energia eléctrica y
actividades industriales como: la quimica, maderera, textil, alimentaria,
metallrgica, curtiduria, imprentas, plantas de tratamiento de agua residual, plantas
de composteo, rellenos sanitarios, etc. Los compuestos emitidos por las fuentes
fijas son CO,, SO,, NOyx, CHy, clorofluorocarbonados (CFC), particulas de hollin, y
los HC que generalmente son compuestos organicos volatiles, de los cuales se
hablara més adelante (SEMARNAT, 2002).

2.2 Andlisis de la contaminacién del aire en México

Si bien las autoridades de salud tienen la responsabilidad de establecer los limites
de las normas de los contaminantes atmosféricos, son las autoridades
ambientales las que cuentan con la atribucién de medir y evaluar los niveles de
tales contaminantes en la atmdésfera. Estas mediciones se llevan a cabo en las
redes de monitoreo de la calidad del aire, siendo responsabilidad de los gobiernos
locales, con apoyo técnico de la SEMARNAT, el operar y administrar dichas redes




(DOF, 2006). La informacion generada por las redes de monitoreo proporciona,
junto con los inventarios de emisiones, la base para la toma de decisiones y el
desarrollo de estrategias para abatir la contaminacion, por lo que la medicion y
cuantificacion de los contaminantes atmosféricos es clave en la gestion de la
calidad del aire. En general, las estaciones de monitoreo deben estar ubicadas
estratégicamente para cuantificar los niveles de contaminacién en sitios
representativos con el fin de caracterizar adecuadamente la contaminacion en una

region especifica.

Segun el inventario de emisiones mas reciente de la ZMVM (INE-SEMARNAT
2007), las fuentes moéviles emiten el 56, 82 y 35% de PM. s (particulas menores a
2.5 micras), NOx y COVs, respectivamente. Siendo los ultimos dos contaminantes
precursores de Os;. En este mismo documento se reporta que el uso de

disolventes fue el responsable del 41% de las emisiones de COVSs.

2.2.1 Calidad del aire en la ciudad de Ledn Guanajuato

En el inventario de emisiones del afio 2004, el Instituto de Ecologia del Estado de
Guanajuato (IEG, 2004), reporté que se emitieron cerca de 600 mil toneladas de
contaminantes al aire, correspondiendo el 52% al sector transporte, el 27 % a
comercios y servicios, 15 % le corresponden a la industria y el 6 % restante fue
emitido por la vegetacion y el suelo. EI municipio de Ledn contribuy6 con el 30.2 %
de la cantidad total de contaminantes emitidos al aire, seguido por el municipio de
Salamanca con el 22.7 %. Dentro del mismo inventario, se reportd que el
municipio de Leon contribuyd con el 37.92 % de los hidrocarburos totales. Lo
anterior hace al municipio de Ledén un lugar idoneo para establecer zonas de
monitoreo de contaminantes atmosféricos, a partir de los cuales se puede
proponer una solucién para la transformacibn o eliminacion de estos

contaminantes.

En el Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica (IPICYT) ubicado

en San Luis Potosi, se esta trabajando en un proyecto de monitoreo de COVs en




ambientes de interiores de la industria del calzado, en Leodn, Gto. Dentro del
proyecto se tiene contemplado proponer un tratamiento biolégico de la mezcla de
contaminantes detectada en ese tipo de industrias, es aqui donde se inserta el

presente trabajo.

2.3 Compuestos Organicos Volatiles (COVs)

Los COVs son gases que son emitidos de ciertos soélidos o liquidos y ocasionan
efectos adversos a la salud de acuerdo al tiempo de exposicion (EPA, 1999). Este
tipo de compuestos contienen carbono organico, cuyas presiones de vapor a
temperatura ambiente son mayores a 0.01 psi y cuyos puntos de ebullicibn en
condiciones atmosféricas se encuentran por debajo de los 100 °© C. Los COVs
constituyen la segunda clase mas extensa y diversa de emisiones atmosféricas,
después de las particulas suspendidas totales (Thalasso y Pineda-Olmedo, 2002).
Dichos compuestos son motivo de preocupacién tanto por su papel precursor de
ozono troposférico, como por su papel destructor del ozono estratosférico.
Ademas, participan en la formacién de smog fotoquimico al reaccionar con los
oxidos de nitrégeno y la luz solar. En términos de sus efectos a la salud, los
COVs varian desde los que son altamente toxicos, hasta aquéllos a los cuales no
se les ha conocido su efecto. La naturaleza del efecto a la salud depende de
muchos factores incluyendo el nivel y tiempo de exposicién. Se ha observado que
cuando las personas se exponen a algunos compuestos organicos, de manera
inmediata experimentan sintomas como irritaciébn de ojos y del tracto respiratorio,
dolor de cabeza, desordenes visuales y mareos. En la Tabla 2.1 se pueden
observar de manera general los efectos de algunos compuestos organicos

volatiles.
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Tabla 2.1. Efectos a la salud humana de algunos compuestos organicos volatiles.

Grupo de hidrocarburos

*Efectos en la salud

Hidrocarburos aromaticos

1. Riesgo potencial de cancer;
problemas de higado y de rifion:
problemas del sistema circulatorio;
problemas del sistema nervioso.
2. Dairios en el sistema respiratorio;
irritacion en ojos y piel;
mutagenicidad; alergias.

Hidrocarburos policiclicos aromaticos

1. Dificultades reproductivas; riesgo
potencial de cancer.

Compuestos clorados

1. Problemas de higado;
enfermedades de rifién; anemia;
dafios en la sangre; riesgo
potencial de cancer.
2. lIrritacién en ojos; embriotoxicidad.

Hidrocarburos polihalogenados

1. Dificultades reproductivas; riesgo
potencial de cancer.
2. Dainios sobre los sistemas
respiratorio y nervioso central;
embriotoxicidad; dafos en riflones:
irritacion de ojos y garganta.

Hidrocarburos poliaromaticos

1. Dificultades reproductivas; riesgo
potencial de cancer.
2. Dainios en el sistema nervioso
central; problemas en el higado,
rifidn y sistema respiratorio.

Esteres

1. Pérdida de peso; problemas de
higado, riesgo potencial de cancer,
dificultades reproductivas.

Bifenilos policlorados

1. Cambios en la piel; problemas en el
sistema endécrino;
inmunodeficiencias; dificultades del
sistema nervioso; riesgo potencial
de cancer.

* Efectos de acuerdo a las fuentes: 1. (EPA, 2009); y 2 (Friends of the Earth, 1996).

La mezcla de COVs que se propone tratar en este trabajo se compone de hexano,

tolueno y metil etil cetona. Estos compuestos fueron seleccionados de acuerdo al
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resultado de un monitoreo en ambiente de interiores de la industria del calzado en
Ledn, Gto (Arriaga y col. 2009). De acuerdo a ese proyecto, estos contaminantes
son los que se emiten diariamente en concentraciones que pueden resultar muy
toxicas para la salud de la poblacién expuesta. Las caracteristicas quimicas de

estos compuestos se muestran en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2 Propiedades quimicas de algunos COVs.

Hexano | Metil Etil Cetona | Tolueno
Foérmula quimica CeHis C4HgO C/Hg
Peso molecular 86.18 72.11 92.14
Solubilidad en agua (mg/L), (a 25 °C) 9.5 2.23*10° 526
Presion de vapor (mm Hg), (a 25°C) 151 79.5 284
Punto de ebullicion (°C) 68.7 80 110.6
Constante de Henry (atm-m3/mol) 1.8 5.69*107 0.00664

** Fuente: http://www.syrres.com/esc/physdemo.htm

2.4 Técnicas para el tratamiento de efluentes gaseosos

De manera general se puede mencionar que existen 2 tipos de técnicas para el
tratamiento de vapores o0 gases contaminantes, los cuales son los métodos
fisicoquimicos y los métodos biolégicos (Devinny J., 1994). La eleccién de alguno
de estos métodos toma en cuenta la naturaleza, el flujo y el modo de emision del
efluente gaseoso. Los meétodos fisicoquimicos son aplicados principalmente
cuando se tienen grandes flujos y altas concentraciones de contaminante. Con
estos métodos puede lograrse la destruccion completa del contaminante, como el
caso de la incineracion, donde el gas contaminado puede tratarse térmicamente,

cataliticamente o eléctricamente. También pueden ser de recuperacion, como la
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adsorcion, absorcion, condensacion, tecnologia de plasma y separacion por
membranas. La adsorcion por ejemplo, es una técnica que permite altas
eficiencias de remocion, particularmente cuando las concentraciones en la fase
gas son bajas. Los procesos de adsorcion usualmente requieren altos costos de
inversion debido al material adsorbente requerido para el tratamiento. En general
el tratamiento de COVs a través de métodos fisicoquimicos implica costos
energéticos muy altos y en algunos casos se produce contaminacién secundaria
(NOx) (Kennes y Veiga, 2001). Por otro lado, el tratamiento biolégico para este
tipo de compuestos, parece ser una alternativa prometedora por su bajo costo y
bajo impacto ambiental. Estos métodos se basan en la capacidad de los
microorganismos para transformar algunos contaminantes organicos e inorganicos
a compuestos menos téxicos (Revah y Morgan-Sagastume, 2005). En la Figura

2.4.1 se pueden observar los limites de aplicabilidad de cada uno de los métodos.

m3aire/h
100000 ..............
- Sistenas - 1| Ineneradon T
10000 || biolégicas - <« e <5
................. : Adsorcién s
................. . Regenerativa Al
1000 {5700 e e e s e a e s Lavado [f. . .c . Lottt
................. 7. )
-------- EE-d El
100
Adsorcién —— B ju—
—— Crio- condensacién —
10
0.1 1 10 100

Concentracion de contaminante (g/m3)

Fig. 2.4.1. Aplicabilidad de las tecnologias para el tratamiento de aire en base a flujo de
aire y concentracion de contaminante (S. Revah y Morgan- Sagastume, 2005).
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2.4.1 Métodos biolbdgicos

Los métodos biolégicos utilizan la capacidad de consorcios microbianos o cultivos
aislados para degradar los compuestos quimicos. Durante este tratamiento los
contaminantes son sorbidos en una fase acuosa previo a la biodegradacion. Los
productos finales son principalmente CO,, agua y biomasa. La ventaja mas
importante de los métodos biolégicos sobre los fisicoquimicos es que el proceso
biolégico puede llevarse a cabo a temperaturas cercanas a la ambiente, y a
presion atmosférica. Los reactores mas utilizados en el tratamiento biologico son:
biofiltros, biolavadores, biofiltros de lecho escurrido, biorreactores de membrana y
biorreactores con células suspendidas (ver Tabla 2.3). Cada uno tiene sus

ventajas y desventajas, el presente trabajo se enfoca a los biofiltros.

Tabla 2.3 Clasificacion de los reactores biolégicos en el tratamiento de aire*

Biomasa Fase liquida Reactor
Fija sobre un soporte Estacionaria Biofiltro
Fija sobre un soporte Fluyendo Biofiltro de lecho escurrido
Contactores biologicos
rotatorios
Suspendida Fluyendo Biolavador
Suspendida o fija Estacionaria Crecimiento suspendido
Fija sobre una membrana Fluyendo Membrana

*Revah y Morgan- Sagastume, 2005

24.1.1 Biofiltracion.

Es la tecnologia de tratamiento de efluentes gaseosos mas utilizada debido a sus

bajos costos de operacion. Se basa en la capacidad de algunos microorganismos
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(bacterias, hongos, levaduras) para degradar una variedad de compuestos

organicos y algunos inorganicos.

El origen de la biofiltracion data de 1923, cuando en Alemania se tuvo la
necesidad de tratar los olores provenientes de las plantas de tratamiento de aguas
residuales. Sin embargo, fue hasta 1953, cuando en Estados Unidos y Alemania
surgieron las primeras aplicaciones y patentes sobre los biofiltros. Durante la
década de los 80's, la aplicacion de la biofiltracion se expandié al tratamiento de
compuestos organicos volatiles y contaminantes peligrosos en el aire. El principio
de la biofiltracion se basaba en el uso de composta como el medio filtrante, poco a
poco el material que componia el lecho filtrante fue cambiando al uso de suelo,
turba, corteza de arboles, etc. Esta técnica resultdé ser muy efectiva para tratar
COVs, tales como benceno, tolueno y xileno, etanol y vapores de gasolina, en
bajas concentraciones (Ergas y Cardenas-Gonzalez, 2004). En la actualidad se ha
incrementado el interés sobre la tecnologia de biofiltracion, esto incluye nuevos
disefios de biofiltros pero todos basados en el mismo principio. Los biofiltros son
reactores en los cuales el aire contaminado himedo pasa a través de un lecho
empacado sobre el cual los microorganismos degradadores se encuentran
inmovilizados. Los microorganismos crecen sobre la superficie del soporte

formando una biopelicula, como se puede apreciar en la Figura 2.4.2.
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Fig. 2.4.2. Mecanismo de biofiltracion

Debido a que el contaminante es mas facilmente degradable en la fase acuosa,
éste tiene que ser transportado hacia la fase liquida donde los microorganismos se
encuentran fijos y llevan a cabo la biodegradacion. EI mecanismo de transferencia
es dependiente de los gradientes de concentracion, del area de transferencia y del
coeficiente de transferencia de masa. Puesto que el contaminante entra en
contacto con la biopelicula, es necesario conocer su particion entre la fase gas y la
fase acuosa. Dicha relacion o equilibrio interfacial es descrito por la Ley de Henry
donde, la concentracion del contaminante en la fase acuosa es inversamente
proporcional a la constante de Henry, y directamente proporcional a la presion
parcial del contaminante en la fase gas. Una vez que los contaminantes son
solubilizados en la fase liquida/biopelicula, se llevan a cabo interacciones de éstos
con el agua, microorganismos, nutrientes y productos de desecho resultantes de la

biodegradacion.

La eliminacién del contaminante gaseoso en el biofiltro es el resultado de una
combinacion compleja de diferentes fenomenos fisicoquimicos y bioldgicos. La
biopelicula forma parte de los elementos clave en el proceso de biofiltracion, ya
gue es ahi donde se lleva a cabo la degradacion de los contaminantes. La

poblacién microbiana crecera con la energia en forma de ATP (adenosin-tri-
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fosfato) derivada de la biotransformacion del contaminante a compuestos menos
toxicos como lo son el dioxido de carbono y el agua. En el caso de los COVs, los
organismos heterotréficos toman la energia de la oxidacion de las moléculas

organicas, y parte del carbono es incorporado en la biomasa.

La actividad de la biopelicula es determinada por su densidad microbiana y las
condiciones ambientales que en ella predominen como: el contenido de agua,
temperatura, disponibilidad de nutrientes y pH. El contenido de agua en la
biopelicula es uno de los pasos criticos que hay que mantener en la operacién
correcta del biofiltro, ya que la actividad biolégica es altamente dependiente de la
actividad de agua. El calor generado por las reacciones bioldgicas y la humedad
con la que entra el aire, determina la tasa de pérdida de agua y los requerimientos
para su recuperacion (Morales y col. 2003). Para mantener un contenido de agua
adecuado, y por lo tanto un buen funcionamiento del biofiltro, el aire generalmente

es pre-humidificado y debe esparcirse agua en el biofiltro de manera intermitente.

La seleccion de la poblaciébn microbiana se basa en las caracteristicas del
contaminante a tratar (Devinny y col., 1999; Deshusses y Johnson, 2000).
Ademas, el periodo de arranque en un biofiltro es funcién de la actividad y la
concentracion de biomasa microbiana, por lo que se recomienda inocular con
poblaciones adaptadas al consumo de contaminantes a degradar. Existen casos
en los que el contaminante es dificil de degradar por medio de un consorcio
microbiano, por lo que se requieren cepas especializadas para inocular el biofiltro
(Van Groenestijn y Hesselink 1993; Devinny y col.,, 1999). El nivel de
biodegradabilidad de los compuestos quimicos depende del tipo de
microorganismos, 0 especies microbianas en contacto con dichos compuestos,
ademas de la estructura quimica de éstos. De manera general, si la especie
quimica tiene en su estructura grupos funcionales que puedan establecer
interacciones con los microorganismos y/o moléculas de agua, sera mas facil su
degradacion. Por otro lado, si el compuesto es muy soluble y muy toxico puede
ocurrir inhibicion de la actividad metabdlica de los microorganismos. En la Tabla

2.4 se presenta el nivel de biodegradabilidad para algunos grupos de COVs.
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Tabla 2.4 Biodegradabilidad de algunos compuestos*

Compuestos Volatiles Biodegradabilidad
Alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, éteres, Rapida
tioles, acidos orgéanicos, terpenos, aminas, sulfuros,
amonio.
Hidrocarburos, fenoles Baja
Hidrocarburos halogenados, hidrocarburos Muy baja
policiclicos arométicos

*Revah y Morgan- Sagastume, 2005.

2.4.1.1.1 Materiales de empaque.

El papel principal del material de empaque es soportar la biopelicula, pero también
puede servir como un reservorio de nutrientes, agua y contaminantes, debido a los
mecanismos de sorcion que se establecen entre la superficie del material y los
contaminantes que se difunden a través de los poros. Otra de sus funciones es
distribuir de manera uniforme el flujo de gas sobre la seccion transversal del lecho
empacado evitando la formacion de canales y caidas de presion (Govind y
Narayan, 2005). La naturaleza del material empacado influye sobre el crecimiento
microbiano, y en la frecuencia con la que requiere reemplazarse, esto se puede
ver reflejado en los costos de operacion, por eso, su eleccién es un factor muy
importante para el buen desempefio del biofiltro. Las caracteristicas principales
gue se consideran al momento de seleccionar un material de empaque son: area
superficial, capacidad de retencion de agua, densidad y porosidad. La capacidad
de retencion de agua es un pardmetro importante para la formacion y
supervivencia de la biopelicula. En general, es preferible tener materiales que
posean una capacidad de retencion de agua de 40 a 80% en peso (Devinny y col.,
2008). Cuando no se tiene un buen contenido de agua en el lecho empacado, la
actividad microbiana es muy pobre, el medio esta expuesto a perder parte de su

estructura desarrollando fracturas por las cuales el flujo de aire contaminado
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puede pasar libremente, y de esta manera salir del lecho empacado sin la

eliminacién o remocién de contaminantes.

Las particulas que componen el lecho pueden ser materiales naturales organicos,
naturales inorganicos y sintéticos. Los medios naturales organicos consisten de
materiales que pueden estar bioactivos, los cuales contienen un gran nimero de
bacterias dispersas en su estructura, en lugar de formar una biopelicula sobre la
superficie y poros (Govind y Narayan, 2005). Ademas, poseen cierto contenido de
nutrientes que pueden ser aprovechados para el crecimiento microbiano. Dentro
de este tipo de medios porosos se encuentran: suelo, composta, turba, fibra de
coco, residuos agricolas, entre otros. Una ventaja del uso de este tipo de
materiales es que son baratos y faciles de obtener, por lo que han sido
ampliamente usados en sistemas de biofiltracibn. Sin embargo, este tipo de
materiales son biodegradados con el paso del tiempo, pierden su estructura y
como consecuencia se reduce su ciclo de vida, y la eficiencia de remocion de
COVs en los biofiltros (Chan y Peng, 2007). Otra desventaja que presentan los
materiales naturales organicos, debido a la pérdida de su resistencia mecanica, es
la compactacion del lecho que trae consigo significativas caidas de presion,
acanalamiento, y en ocasiones, la formacién de zonas anaerobias formadas por la
gran cantidad de biomasa acumulada en el biofiltro, lo cual limita la transferencia

de oxigeno a lo largo de la biopelicula (Kennes y Veiga, 2002).

Los materiales sintéticos inertes tienen la ventaja de no ser biodegradados por lo
que no pierden con facilidad su estructura y resistencia mecanica, entre estos
materiales se encuentran: perlita, lavaroca, vermiculita, ceramica, carbones
activados, y materiales poliméricos como espuma de poliuretano, polipropileno,
entre otros. La principal desventaja que presentan los materiales inertes, es que
no contienen los nutrientes necesarios para sostener la actividad microbiana por lo
gue es necesario adicionar esos nutrientes de manera intermitente. En los ultimos
afos, algunos estudios enfocados al material de empaque en biofiltros, proponen
la modificacion quimica de materiales poliméricos, ya sea adicionando una fuente

de carbono y energia alterna a la que se obtiene durante el metabolismo
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microbiano de los contaminantes, o simplemente modificando su estructura fisica y
quimica para lograr que los microorganismos inoculados sobre el material se fijen
a la superficie con mas facilidad. Un término muy utilizado en estos sistemas de
biofiltracion, es la capacidad de eliminacion (CE), la cual esta definida como la
cantidad de contaminante (en gramos) que es eliminada por cada metro cubico de
material empacado en una hora. En la Tabla 2.5 se observan algunos resultados
de capacidad de eliminacion (CE) obtenidos en algunos estudios sobre el efecto
del material de empaque en sistemas de biofiltracion. Sakuma y col. (2006),
muestran un claro ejemplo de la importancia que tiene la naturaleza del material;
dentro de los materiales que analizaron se encuentra un tipo de ceramica la cual
fue previamente modificada con hueso de ganado para proveerle nutrientes. Con
este material modificado se obtuvo una CE mas alta que con los otros materiales,
incluyendo la cerdmica no modificada. Los autores discuten que la adicién de
hueso de ganado a la ceramica porosa tuvo un efecto positivo sobre la capacidad
de eliminaciéon, ya que los microorganismos se adhirieron a un material que
contenia cierta cantidad de nutrientes, lo cual favorecidé su metabolismo vy

crecimiento.
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Tabla 2.5 Capacidades de eliminacion (CE) obtenidas con materiales diferentes.

Referencia Compuesto Carga Material de CE *T
(Tipo de - empaque -
o m~h" m~h’ dias
in6ulo) (gm*h™) (@m*h) | (dias)
Jang y col., 2004 Estireno 78 Turba 78 15
(Cultivo de 44 Ceramica 44 15
Pseudomonas
sp.)
Alvarez y col., 2008 Etil-benceno 55 Turba granular 45 20
(Lodos 135 Turba fibrosa 120 16
activados)
Sakumay col., 2006 Tolueno 116 Ceramica 81 50
modificada”
(Cultivo
bacteriano) Poliuretano 30 50
Ceramica porosa 67 50
Perlita 36 50
Paca y col., 2006 Tolueno-Xileno 18 Polipropileno 12 60
(Bacteriano-
fungico)
Hernandez y col., Hexano 190 Residuos de Pino 100 7
2008 modificado
(Cultivo de
Fusarium solani) Perlita 100 33
Prado y col., 2005 Metanol 150 Lavaroca 105 10
(Lodos
activados)
Hwang y col., 2007 p-Xileno 19 Composta 15 25
(Lodos
activados)
Mathur y col., 2007 BTEX 27 Bagazo de cafia 27 31
_ + composta +
(Cultivo carbon activado

bacteriano)

* Tiempo en que se alcanzo la CE reportada.

+Cer&mica adicionada con hueso de ganado.
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Por otro lado, a partir de los estudios mostrados en la Tabla 2.5, se puede decir
que el material sintético como la ceramica, el poliuretano y el polipropileno tienen
desempeinio inferior a los materiales naturales, debido a la ya mencionada falta de
nutrientes dentro de si, pero también se puede atribuir a las caracteristicas de

porosidad de los materiales.

Asi por ejemplo, algunos materiales naturales como las fibras, presentan una
estructura porosa que facilita el alojamiento de los microorganismos. Asimismo,
una ceramica porosa resulta ser mas eficiente que una cerdmica con baja
porosidad, y en el caso del poliuretano, que si bien es un material poroso, su
porosidad es macroscopica lo cual reduce el area superficial disponible para el
alojamiento y retencion de los microorganismos, y por ello su baja eficiencia
aunado al hecho de que el poliuretano es de naturaleza hidrofébica. No obstante,
la porosidad macroscépica como la del poliuretano tiene la ventaja de que
dificilmente los poros son ocluidos por los micelios, y por lo tanto se reduce la

caida de presion en el biofiltro (Aizpuru y col., 2000.)

Como ya se mencion0, la retencion de humedad es esencial para el crecimiento
microbiano, de alli que a los materiales sintéticos, especialmente los poliméricos,
se les considere modificarles con la finalidad de incrementar su capacidad de
retener agua y/o sirvan como fuente de carbono y energia para los

microorganismos.

Al respecto, algunos autores han realizado algunos estudios. Por ejemplo, Chan y
Lu (2005) proponen la utilizacion de un composito con base en poli (alcohol
vinilico) y turba, aprovechando el hecho de que el poli (alcohol vinilico) es capaz
de adsorber las moléculas de agua facilmente. Ademas estudiaron el efecto del
tamafio de particula de la turba, y concluyeron que hubo un efecto importante en
la capacidad de retencion de agua, mejorandola a medida que el tamafio de

particula era menor (2.4 mm).

Pinto y col. (2004) estudiaron diferentes espumas de poliuretano en donde la
principal diferencia entre ellas era la cantidad de agua utilizada durante la sintesis
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de las espumas, asi como el hecho de adicionar aceite de silicon. La conclusion
de los autores es que el material con mayor caracter hidrofébico tuvo una ligera
mayor sorcion del contaminante (tolueno) y lo atribuyeron basicamente a un menor
contenido de grupos urea en el poliuretano.

De acuerdo a lo anteriormente descrito, en este trabajo se propone la sintesis de
una espuma de poliuretano modificada con diferentes porcentajes de almiddn, con
el propdsito de aumentar su capacidad de retencidén de agua, y que sirva a la vez
como una fuente de carbono adicional para los microorganismos que sobrevivan
en este soporte. El resultado se comparara con otros dos materiales como son
Perlita (un material mineral), y un soporte polimérico modificado con fibras de

agave.

2.4.1.1.2 Especies y poblaciones microbianas en sistemas de biofiltracion.

Las especies microbianas presentes en los biofiltros, son las encargadas de llevar
a cabo las transformaciones de los contaminantes a compuestos menos toxicos.
En los biofiltros pueden existir diversas especies dependiendo de las condiciones
ambientales que predominen en la biopelicula, como pH, actividad de agua,
temperatura, asi como la concentracion de oxigeno y compuestos contaminantes.
El tipo de especies que logran predominar en un biofiltro depende también de las

caracteristicas fisicas y quimicas del material de empaque (Singh y Ward., 2005).

Para tratar de explicar mejor las transformaciones de los COVs en los biofiltros, se
ha recurrido al analisis filogenéticos de las poblaciones microbianas haciendo uso
de herramientas moleculares como, DGGEs (Electroforesis en Gel con Gradiente
Desnaturalizante), RT-PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo
Real), analisis de la subunidad ribosomal 16s rDNA, clonacion y secuenciacion de
genes, entre otras. Con este tipo de estudios se han identificado diferentes
especies que en su genoma poseen sitios especificos, los cuales se traducen en
enzimas que son capaces de atacar y transformar diferentes moléculas de COVs.
Por ejemplo, en un biofiltro empacado con turba se identificaron varias especies

que fueron capaces de metabolizar una mezcla de COVs (metanol, acetona, metil
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etil cetona, metil isobutil cetona, etil acetato, butil acetato, tolueno, etil benceno,
xileno, diclorometano, y 1,2 dicloroetano), dentro de dichas especies se
encuentran: Corynebacterium aquaticum, Pseudomonas sp., Massilia timonae,
Micrococcus luteus, Rhodococcus sp., Debaryomyces sp., Frauteria aurantia,
Rahnella sp., Gordona polyisoprenivorans, y Arthrobacter psychrolactophilus (N.
Khamamar y col.,, 2005). Otros estudios se han enfocado a estudiar la
biodegradacion de COVs utilizando consorcios microbianos que se obtuvieron a
partir de especies aisladas. Choi y col., (2002), obtuvieron un consorcio bacteriano
compuesto por Pseudomonas pseudoalcaligenes, Acinetobacter johnsonii y
Pseudomonas alcaligenes, para llevar a cabo la biofiltracion de benceno, tolueno y
xileno. Estos autores obtuvieron CEs méximas de 14, 13 y 10 gm~h* para
benceno, tolueno y xileno, respectivamente. Por otro lado, se han utilizado
especies aisladas para tratar emisiones gaseosas contaminadas con compuestos
especificos: Pseudomonas para la degradacion de estireno, con una CE de 78 gm’
*h (Jang y col., 2004); Fusarium solani para la degradacién de n-hexano, con una
CE méxima de 130 gm>h? (Arriaga y Revah, 2005); Pseudomonas sp. KT-3 para
la biodegradacion de metil etil cetona, con una CE méaxima de 211.4 gm>h™ (Leey
col., 2006). Si bien, el utilizar cepas aisladas ha dado buenos resultados en el
tratamiento de COVs a nivel laboratorio, la operacion a escala industrial podria
verse afectada por las especies que se introduzcan al biofiltro junto con la emision
gaseosa, ya gque algunas especies, que pudiesen estar presentes en la corriente
gaseosa, podrian establecerse muy bien en lecho empacado y afectar el
predominio de la especie inoculada. Por esto, el utilizar consorcios microbianos ha
dado mejores resultados durante el tratamiento de mezclas de COVs, debido a
gue mientras unas especies se encargan de la transformacién de moléculas
simples, otras pueden llevar a cabo la transformacion de moléculas mas

complejas.
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3. Justificacion

La presencia de compuestos organicos volatiles en el aire es de gran
preocupacion debido a los efectos que estos contaminantes ocasionan en la salud
de la poblacién y sobre el medio ambiente. El estado de Guanajuato es uno de los
principales sitios de interés debido a la gran cantidad de contaminantes
atmosféricos que se generan por las diferentes actividades industriales. Cerca de
600 mil toneladas de contaminantes se emiten anualmente en este estado
(Instituto de Ecologia de Guanajuato, 2004), de las cuales el municipio de Leo6n
contribuye con el 37.92 % de los hidrocarburos totales. En un estudio de
monitoreo de aire en industrias del calzado se realiz6 el analisis cualitativo y
cuantitativo de emisiones de COVs, en este estudio se encontr6 que tolueno,
hexano y metil etil cetona son los disolventes mas utilizados en la industria del
calzado y por tanto los que se emiten en mayor cantidad (Arriaga y col., 2009). Los
sistemas de biofiltracibn han sido ampliamente utilizados para combatir el
problema de emisiones contaminantes por diferentes industrias. La biofiltracion es
una técnica de tratamiento biolégico muy utilizada para el tratamiento de COVSs.
Sin duda, todos los aspectos involucrados en esta técnica son de amplio interés
de estudio, como por ejemplo: los problemas relacionados con la transferencia de
masa del contaminante hacia la biopelicula, el efecto del tipo de material de
empaque utilizado en biofiltros, ademas de algunos parametros de operacion (pH,
carga organica, tiempo de residencia, humedad, etc). Por ello, este trabajo estara
enfocado al estudio del efecto del material de empaque en la biofiltracion de una
mezcla de COVs definida de acuerdo a un monitoreo de aire en ambientes de
trabajo en industrias del calzado. El material de empaque en un biofiltro tiene un
papel muy importante tanto en la etapa de arranque, como en el desempefio del
biofiltro a través del tiempo, ya que su naturaleza y composicion propician la
fijacion y crecimiento de microorganismos degradadores de contaminantes. Los
materiales naturales son faciles de obtener, sin embargo, son biodegradados al
paso del tiempo, pierden su estructura y como consecuencia se reduce su ciclo de
vida y la eficiencia de remocion de COVs en los biofiltros (Chan y Peng, 2007). En

los ultimos afios, se ha propuesto la modificacion de materiales poliméricos con el
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fin de mejorar su estructura fisica y quimica para lograr que los microorganismos
inoculados sobre el material se fijen a la superficie con mas facilidad, ademas de
propiciar condiciones que favorezcan la actividad microbiana. Debido a esto, se
propone estudiar el efecto del uso de Perlita, espuma de poliuretano modificada
con almidon y polipropileno modificado con fibras de agave en la biofiltracion de

una mezcla de hidrocarburos compuesta por tolueno, hexano y metil etil cetona.
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4. Objetivos e Hipotesis
4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del material de empaque sobre la capacidad de eliminacion de
una mezcla de hidrocarburos compuesta por hexano, tolueno y MEC en un
biofiltro.

4.1.1 Objetivos especificos

e Analizar el efecto de la adicion de almidén a una espuma de poliuretano,
sobre las propiedades fisicoquimicas de este material, y evaluar su
desempeiio como material de soporte de microorganismos durante la
biodegradacion de hexano, tolueno y MEC en experimentos en lote.

e Llevar a cabo la biofiltracion de hexano, tolueno y MEC en un biofiltro de
lecho empacado utilizando Perlita como material de empaque.

e Llevar a cabo la biofiltracion de hexano, tolueno y MEC en un biofiltro de
lecho empacado utilizando polipropileno reforzado con fibras de agave
como material de empaque.

e Llevar a cabo la biofiltracion de hexano, tolueno y MEC en un biofiltro de
lecho empacado utilizando poliuretano modificado con almidon como

material de empaque.

4.2 Hipotesis

Debido a que el material de empaque juega un papel importante en los sistemas
de biofiltracion, es posible mejorar las capacidades de eliminacién (CE) de
hexano, tolueno y MEC al utilizar Polipropileno reforzado con fibras de agave y

Poliuretano modificado con almidon, como material de empaque en el reactor.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Sintesis del poliuretano modificado con almiddn

Durante la sintesis del material de empaque con base en poliuretano (PU), se
utilizé un pre-polimero de poliuretano al cual se le adicioné almidén como aditivo
para conferirle capacidad de retencion de agua, y a la vez como una fuente
alterna de carbono para los microorganismos. Con el objetivo de ver qué
contenido de almidon era el adecuado para empacar el biofiltro, se realizaron
diferentes reacciones de polimerizacién con diferente porcentaje de almidén 0 %
(M1), 20 % (M2), 30% (M3) y 40% (M4). A cada reaccion se le agreg6 un agente
espumante y agua destilada. La sintesis se llevo a cabo a temperatura ambiente y
con agitacion mecanica. La secuencia de mezclado fue la siguiente: 1) mezclado
de poliuretano con almidon por 20 segundos; 2) se agreg6 el agente espumante y
se mezcld 40 segundos; 3) se agregd agua y se realizé el mezclado por 1 min.
Cada material se dejé espumar en reposo a temperatura ambiente durante 4
horas, después los compositos permanecieron en agua destilada por 24 h.
Finalmente todas las muestras se secaron en un horno a 50 °C durante 2 dias. La

mezcla de reaccidn para cada sintesis se presenta en la Tabla 5.1

Tabla 5.1 Mezclas de reaccion para la sintesis de material con base en PU.

Reactivo/composito M1 M2 M3 M4
Poliuretano (% peso) 100 80 70 60
Almidén (% peso) 0 20 30 40
Agua (% peso relativo al 0.25 0.25 0.25 0.25
poliuretano)
Espumante (% peso 2 2 2 2
relativo al peso total)

28



5.2 Experimentos de biodegradacion en lote

5.2.1 Reactivos

Los hidrocarburos (COVs) utilizados fueron Tolueno, Metil Etil Cetona (MEC) y n-

Hexano (Tecsiquim, Co. México) con un grado de pureza mayor a 98.5 %.

5.2.2 In6culo y Medio Mineral

El in6culo utilizado fue un consorcio microbiano aislado de sitios contaminados
con hidrocarburos, y que fue utilizado en un trabajo previo (Galindo, 2008). El
medio mineral (MM) contenia (g L™): NaNOs 6; KH,PO4 1.3; MgS0,4.7H,0 0.38;
CaS0,4.2H,0 0.25; CaCl, 0.055 y elementos traza (g L™): FeSO4.7H,O 0.015;
MnSO4. H,O 0.012; ZnSO,4. 7H,0 0.013; 5CuS0O,4. 7H,O 0.0023; CoCl,. 6H20
0.0015; H3BO3 0.0015. ElI medio mineral fue esterilizado a 120 °C y 0.15 MPa

durante media hora. El pH inicial fue de 5.

5.2.3 Biodegradacién de hexano, tolueno y MEC en lote

Los experimentos se llevaron a cabo en frascos de vidrio de 120 mL provistos con
valvulas mininert de Teflon, se afiadieron 140 mg de cada material sintetizado y
50 uL de consorcio microbiano con medio mineral (63.4 Mproteinal ™).
Posteriormente, se adicion6 hexano, tolueno y MEC a una concentracion de
4 g m™ de cada compuesto, utilizando una jeringa de 10 pl (Agilent Syringe, part #
5182-3496), y se incubaron a 28 ° C durante 15 dias. Se prepararon frascos
control sin microorganismos para observar efectos de sorcién sobre el material, y
se incubaron en condiciones similares. La concentracion de hidrocarburos fue
monitoreada diariamente. La concentraciéon de CO, en el espacio vacio de cada
frasco se midio al inicio y al final de cada cinética. La concentracion de biomasa
fue medida al final de los experimentos por el método de Lowry, ademas se
realizaron observaciones de la biopelicula formada en un microscopio electronico

de barrido.
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5.3 Biodegradaciéon de Hexano, Tolueno y MEC en un biofiltro empacado con

Perlita.

Se utilizd6 un biofiltro de acero inoxidable, el cual constaba de dos mddulos
cilindricos con dimensiones de 30 cm de alto por 9 cm de didmetro, se utilizé un
volumen efectivo de columna empacada de 2.6 L. El material de empaque para
este biofiltro fue Perlita (mineral constituido por silicatos de aluminio), y se
utilizaron aquellas particulas que no lograron pasar por una malla de 3.35 mm
(No.6, WSTYLER). El material fue inoculado con 200 ml del mismo consorcio de
microorganismos utilizado en las cinéticas en lote (seccidén 5.2.2), y se introdujo en
cada mddulo del reactor tratando de que las particulas se acomodaran bien en la
columna empacada. El biofiltro BP (Biofiltro Perlita) fue alimentado con hexano,
tolueno y MEC en fase gas a concentraciones de 1g m™ c/u, que corresponde a
una carga total de 180 g m>h™. Esta carga de COVs se alimenté a un flujo de
aprox. 2.6 L min™ en modo descendente, y con un tiempo de residencia de lecho
vacio de 1 min. Se adicionaron 100 ml de medio mineral (seccién 5.2.2) cada
tercer dia en flujo descendente. Durante el transcurso de este estudio se
monitorearon las concentraciones de COVs a la entrada y salida de cada maodulo,
y la produccién de CO, se midié eventualmente. EIl pH inicial del medio mineral
fue de 7, el cual fue modificado a 5 para el dia 54. El tiempo de operacion de este

reactor fue de 65 dias.

5.4 Biodegradacién de Hexano, Tolueno y MEC en un biofiltro empacado

con poliuretano y polipropileno modificados.

Para estos experimentos se utilizaron columnas de vidrio de 2.6 cm de diametro y
25 cm de alto. El volumen efectivo de la columna empacada fue de 94 mL. El
material de empaque utilizado para el experimento BPU (Biofiltro poliuretano) fue
poliuretano con 40 % de almidon (M4), el cual fue seleccionado con base a los
resultados obtenidos en los experimentos en lote. Se utilizaron particulas de PU

en forma de cubo de 5 mm de cada lado, aproximadamente.

30



En cuanto al biofiltro BPP (Biofiltro polipropileno), éste se empaco con un material
con base en polipropileno modificado con fibras de agave proporcionado por el Dr.
Armando Almendéarez del Instituto Tecnolégico de Celaya. La composicion del
material fue 70 % en peso de fibra de agave y 30 % en peso de polipropileno, este
material fue extruido a 160 °C. Las particulas del material tenian forma cubica, y
median 7 mm por lado, aproximadamente. Estos materiales fueron inoculados con
40 mL del mismo consorcio utilizado para el reactor con Perlita y se empacaron en
los reactores BPU y BPP. La corriente simulada de aire contaminado se alimento
con un flujo aproximado de 106 mL min™ y con un tiempo de residencia de lecho
vacio de 1 min. La adicion de medio mineral (pH 5) se realizé cada tercer dia para
el reactor BPU y BPP. Debido a que no se logro el arranque del biofiltro empacado
con el material de polipropileno/agave, se requirié de una segunda inoculacién de
microorganismos sobre este material. Para esto, se retird6 el material de la
columna, se coloc6 en 200 ml del consorcio microbiano y se mantuvo en agitacion
durante 48 h a 28 °C. Después de este segundo proceso de inoculacion, el
material se dejo escurrir durante 1 h y se empacé de nuevo en el reactor. La
adicion de medio mineral a partir de ese momento se realiz6 diariamente. La
concentracion de cada contaminante y la carga total a la entrada de ambos
reactores fue la misma que se fijé para el reactor con Perlita (1 g m2y 180 g/m*-h,
respectivamente). Durante el transcurso del estudio se monitorearon las
concentraciones de COVs a la entrada y salida de cada reactor, y la produccion de

CO, se midi6 eventualmente cuando el reactor se encontraba en estado estable.

5.5 Métodos analiticos
5.5.1 Espectrometria de absorcion en el infrarrojo

La presencia del almidon en el polimero se corroboré mediante Reflectancia Total
Atenuada, utilizando un espectrometro de absorcion en el infrarrojo con
transformada de Fourier (FTIR- NICOLET modelo 6700, Thermo Scientific). El

equipo constaba de una placa de selenuro de zinc en donde cada muestra fue
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colocada. El analisis se realizd en el intervalo de nimero de onda de 4000 a 600

cm™, con 30 barridos por cada muestra.

5.5.2 Andlisis termogravimétrico

La capacidad de retencién de agua de cada material se determind por analisis
termogravimétrico (TGA). Las muestras permanecieron sumergidas en agua
durante 48 horas, tiempo necesario para que se alcanzara la maxima capacidad
de retencion de agua. Posteriormente, las muestras se estudiaron en un
analizador termogravimétrico Thermo Cahn-TGA modelo Versa-Therm H5
(Thermo MC company). Las condiciones de operacion fueron: velocidad de
calentamiento de 10°C min™ para el intervalo de 30-100 °C y posteriormente
permanecio isotérmicamente a 100 °C durante 20 min. El equipo operd con un
flujo de nitrégeno de 20 ml min™ y helio a 40 ml min™.

5.5.3 Andlisis de fisisorcién con nitrégeno

El area superficial fue determinada mediante fisisorcidon de nitrégeno, en un
Analizador de area superficial y porosidad Micromeritics modelo ASAP 2020,
utilizando el modelo Brunauer-Emmet-Teller (BET).

5.5.4 Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

La morfologia de los materiales fue analizada en un microscopio electronico de
barrido (ESEM, Environmental Scanning Electronic Microscopy) ESEM-QANTA
modelo 200 (FEI Company) en el Laboratorio de Investigaciones en Nanociencias
y Nanotecnologia (LINAN) IPICYT-México. Las muestras se colocaron en pines de
aluminio sin ninguna preparacion previa. Para el analisis morfologico se utilizaron
los detectores de electrones LFD (Large Fill Detector) y el BSED (Back Scattering
Electrons Detector), y condiciones de operacién de la camara de 15 KV y 90 Pa,

con atmdsfera de agua, y en modo de bajo vacio.
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5.5.5 Cromatografia de gases

Las concentraciones de Tolueno, MEC y n-Hexano en fase gas, fueron medidas
en un cromatégrafo de gases (Agilent Technologies GC, modelo 6890), acoplado a
un detector de ionizacion de flama, y equipado con una columna capilar (DB 624).
Se utilizé nitrégeno como gas acarreador con un flujo de 25 ml min-*. Las
temperaturas del inyector, horno y detector se mantuvieron en 230, 60 y 230 °C,

respectivamente.

Para medir la concentracion de CO,, se utilizé un cromatografo de gases (Agilent
Technologies GC, modelo 6850) con detector de conductividad térmica, y
equipado con una columna capilar (HP-PLOT- Q). Se utilizé Helio como gas
acarreador con flujp de 10.1 ml min™. Las condiciones del inyector, horno y

detector fueron 180, 40 y 180 ° C, respectivamente.

5.5.6 Determinacion de proteina

La concentracion de proteina se determindé mediante el método de Lowry (Galindo,
2008); las muestras fueron hidrolizadas con una solucion de NaOH 0,2 M y se

utilizé albimina de suero de bovino como estandar.

5.5.7 pH

Para determinar el pH de los materiales, se pesaron 0.54 g de cada material de
empaque, se colocaron en tubos de 50 mL, se sumergieron en 5 mL de agua
destilada y se dejaron reposar 48 h. Considerando que en ese tiempo ya se habia
alcanzado el equilibrio, el sobrenadante se transfirié a tubos de 15 mL y se midi6

el pH, utilizando para ello un pH-metro.
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5.6 Aislamiento e identificacion de cepas fungicas degradadoras de

tolueno, hexano y MEC

5.6.1 Aislamiento de las cepas fangicas

El aislamiento de las cepas se realiz6 a partir de los experimentos de
biodegradacion en lote, en los cuales se utilizé el poliuretano modificado con
almidén (M4) como soporte para los microorganismos.

Primero se observo la morfologia de los hongos al microscopio Optico y enseguida
las cepas fueron sembradas varias veces en cajas Petri con medio PDA hasta que
se consiguié el aislamiento. El medio PDA contenia (g L™): Almidén de papa 4;
Dextrosa 20; Agar 15. Este medio fue esterilizado a 120 °C y 0.15 MPa durante 15
min. El pH inicial fue de 5.

5.6.2 Extraccién de ADN

Los hongos filamentosos fueron cosechados y macerados con nitrégeno liquido
hasta obtener un polvo fino. EI ADN de los hongos se extrajo con la técnica
propuesta por Raeder y Broda (1989), y se realizaron dos lavados con etanol al
70%.

5.6.3 Amplificacién de ADN

La region 18S ribosomal del extracto de ADN fue amplificado por la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). La mezcla de reaccion fue la siguiente (pL):
MgCl; (25 mM) (1.5); Oligo 1 (0.5); Oligo 2 (0.5); Taqg DNA polimerasa (500 U,
5U/ uL) (0.125); ADN (0.5); Buffer (1.25 mL 10X) (5); dNTPs (1); y H.O (15). Se
utilizaron los oligos ITS1 5 GAGTCTAGATCCGTAGGTGAACCTGCGG-3" e ITS4
5 AAGCACTTCCTCCGCTTATTGATATGC 3" los cuales presentan sitios de corte
para las enzimas Xba | y EcoR I, respectivamente. La reaccion se llevo a cabo en
un termociclador (Applied Biosystems, mod. 2720 Thermal Cycler) usando las
siguientes condiciones: 5 min de desnaturalizaciéon a 94 °C; seguido por 30 ciclos

de amplificacion con 0.5 min de desnaturalizacion a 94 °C; 0.75 min de
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apareamiento a 60 °C y 1.25 min de extension a 72 °C. Adicionando un paso extra
de extension de 8 min a 72 °C. El producto de PCR se verificé en un gel de
agarosa al 1% (p/v), se dejé reposar en una solucién de bromuro de etidio por 20

min y se observo bajo luz U.V.

5.6.4 Ligacion con el vector pGEM-T

El producto de PCR digerido (2 uL) se ligé al vector (0.5 uL) con la enzima T4
DNA ligasa (1 pL) (Invitrogen) a 4°C. A esta reaccion se le agregd un buffer de
ligasa (5 yL) y agua destilada estéril (1.5 pL). El mapa del vector se presenta en el

anexo 1.

5.6.5 Transformacién de células de Escherichia coli.

El producto ligado fue introducido mediante choque térmico en E. coli TOP10. Se
adicionaron 2 pL del producto ligado a 50 uL de células de E. coli y se incubaron
en hielo durante 10 min. Después se colocaron durante 1 min en una parrilla de
calentamiento a 42 °C, e inmediatamente se dejaron reposar en hielo durante 10
min. Las células se pusieron en 450 uL de medio LB y se llevaron a recuperacion
a 37 °C durante 1 h. Las transformantes fueron crecidas en placas de LB (Luria
Bertani) suplementado con carbonicilina (100 pg mL™), XGal (64 pg/mL) e IPTG
(0.2 mM), se llevaron a 37°C durante toda la noche. Las colonias fueron
seleccionadas y se pusieron a crecer en LB liquido con antibiético a 200 rpm y 37
°C. El ADN plasmidico fue obtenido mediante minipreparaciones por lisis alcalina.
Los plasmidos fueron digeridos a 37 °C con la enzima Eco Rl y purificados por el
meétodo de QIAquick Purification (QIAGen).

5.6.6 Identificacion de las cepas fungicas

Las muestras de las clonas purificadas se mandaron a secuenciar al CINVESTAV
en Irapuato, Gto. Las secuencias resultantes fueron analizadas realizando un
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) en el banco de datos NCBI (National

Center for Biotechnology Information).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Experimentos en lote con el PU modificado
6.1.1 Biodegradaciéon de hexano, tolueno y MEC en lote

Para el caso de la biodegradacion de hexano, tolueno y MEC en lote, los
resultados obtenidos se presentan en las Figuras 6.1.1, 6.1.2, 6.1.3 y 6.1.4, las
cuales corresponden a contenidos de almidén de 0, 20, 30 y 40 % en peso,
respectivamente. En general, el orden de biodegradacion de los compuestos que
se observé fue el siguiente: MEC > tolueno > hexano, independientemente del

contenido de almiddén presente en el composito.

En la Figura 6.1.1 se presenta la velocidad de biodegradacion de los
hidrocarburos con el poliuretano sin modificar, durante los 15 dias que duré el

experimento.

Tiempo (dia)

=-=#&--hexano, 0 % -=®--MEC, 0%
---- tolueno, 0 % —4— Control hexano, 0 %
—c— Control MEC, 0% —=— Control tolueno, 0 %

Figura 6.1.1 Velocidad de biodegradacion de hexano, tolueno y MEC en fase gas
con el material M1 (PU sin modificar).
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Para el caso del poliuretano sin modificar, en la Figura 6.1.1 se puede observar
que en el dia 15 de operacién se alcanzé el 59 % de biodegradacién de tolueno y
el 22 % de hexano, mientras que la biodegradacion para MEC fue completa
desde el dia 12. Se puede apreciar, ademas, una reduccidon en la concentracion
de hidrocarburos en los experimentos control, lo que indica que inicialmente existio
un mecanismo de sorcién de los tres compuestos. Sin embargo, se observa que el
material se satura de contaminantes, en menos de 24 horas, por lo que a partir de
ese tiempo, predomina la biodegradacion. En cuanto al CO,, se obtuvo una
velocidad especifica de produccién de 4.97 mg CO- g higrocarburos consumidos N %, €on
un porcentaje de mineralizacion de la mezcla de hidrocarburos de 64 % (Estos

datos se calcularon suponiendo que el almidén fue consumido completamente).

En términos de biodegradacion, ésta fue diferente para cada uno de los
contaminantes, tanto en la efectividad como en la velocidad con que se llevd a
cabo dicho proceso. Asi, en el caso del hexano la degradacion obtenida al final del
experimento sélo alcanzo el 22% de la cantidad inicialmente inyectada; en tanto
gue para el caso del tolueno se logré biodegradar el 58 % de la concentracion
inicial, aunque de una manera notoriamente mas rapida; ya que la pendiente, es
decir, la variacion de las concentraciones con el tiempo son mucho mayores para
este caso que para el hexano e incluso mayores que para el MEC. No obstante, a
diferencia de los demas hidrocarburos, el MEC fue el que pudo ser biodegradado

en su totalidad.

Si se aprecia el comportamiento de los tres contaminantes, en términos de su
variacion de concentracién con el tiempo, se puede ver que el hexano y el tolueno
mostraron un decaimiento rapido en su concentracion desde el dia 1 del
experimento, a diferencia del MEC, el cual fue hasta después del dia 3 que tuvo
una biodegradacion perceptible, aunque dicha biodegradacion fue total como ya

se comento.

Tomando en consideracion tanto la solubilidad en agua de los diferentes

contaminantes asi como la adsorcién de éstos en el material, el comportamiento
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recién descrito pareceria logico, dado que el tolueno es el contaminante que
mayor sorcion tuvo y por lo tanto la rapida caida en la concentracion de éste
podria atribuirse a dicho proceso; sin embargo, una vez que el material se saturo,
la caida de concentracidn continué, pero con una tasa mucho menor. Un
comportamiento similar mostr6 el hexano, el cual ademas tiene la menor
solubilidad en agua y por lo tanto su biodegradacion fue la menor. En tanto que en
el caso del MEC, si bien se sorbe en el material, no lo es tanto como en el caso
del tolueno, y por ello le tomé mas tiempo su biodegradacion, pero una vez que el
material se satur6 de los contaminantes, este proceso de biodegradacion continué
y fue completamente eficiente para el caso del MEC, cuya solubilidad en agua es
la mayor, facilitAindose asi el transporte de éste hacia la biopelicula, y por lo tanto,

estando mas accesible para los microorganismos.

En cuanto al composito con 20 % de almidon (M2), en la Figura 6.1.2 se muestran

los resultados obtenidos.

iy .
0 - ; : ~9-0-9-0--0-0-0-3

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (dia)
-=-4-- hexano, 20 % --#--MEC, 20%
-~k -- tolueno, 20 % —#— Control hexano, 20 %
—S— Control MEC, 20 % —+H— Control tolueno, 20 %

Figura 6.1.2 Velocidad de biodegradacion de hexano, tolueno y MEC en fase gas
con el composito M2 (20 % almidén).
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Con el composito M2 se obtuvieron mayores velocidades de biodegradacion que
con el PU sin modificar, sin embargo, solo se obtuvo el 27 % de degradacion de
hexano. El tolueno fue degradado completamente en el dia 15, mientras que MEC
fue biodegradado completamente a partir del dia 7. Este aumento en las
velocidades de degradacion se puede atribuir a la adicion de 20 % de almidoén al
PU. Lo anterior se debe a que el almiddn sirvié como fuente de carbono y energia
para los microorganismos inoculados en el PU, y por tanto, se promovio el rapido
crecimiento de éstos, dando lugar a una mas rapida reduccion de la concentracion
de los contaminantes en la fase gas. En este caso, cabe recalcar nuevamente la
importancia de la solubilidad en agua de los contaminantes, pues el tolueno ahora
si pudo ser biodegradado por completo, a diferencia del hexano que si bien la
biodegradacion alcanzada fue mayor y mas rapida, en comparacién con la
obtenida con el composito sin almidén, ésta fue incompleta. Cabe sefalar que
tanto la solubilidad como la cantidad de biomasa presente en el sistema son
fundamentales para la biodegradacion, asi como el mecanismo de sorcién que se
presenta en el material contribuyendo a la biodisponibilidad del contaminante. En
este caso, la produccion de CO, fue de 1.75 mg CO- g hidrocarburos consumides N

con un porcentaje de mineralizacién de 60 % (Tabla 6.1).

En la Figura 6.1.3 se muestra la caida de concentracion de los compuestos con el

material M3 (modificado con 30 % de almiddn).
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C/Cy

. ~‘.~,.-

~ -..~-..

.. g

0 + : : '.“'.:::Q,-,g.‘-...‘.....-t_"..‘.,i

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo (dia)

--+-- hexano, 30 % --@--MEC, 30 %
--#-- tolueno, 30 % —#— Control hexano, 30 %
—S— Control MEC, 30 % —H— Control tolueno 30 %

Figura 6.1.3 Velocidad de biodegradacion de hexano, tolueno y MEC en fase gas
con el composito M3 (30 % almidén).

En este caso, la biodegradacion de hexano se favorecié notoriamente, ya que se
obtuvo en 15 dias el 69 % de biodegradacion. En cuanto a tolueno, éste fue
degradado de manera completa también en el dia 15, pero, en un lapso de 9 dias
se alcanz6 el 90 % de biodegradacion, lo cual fue mas rapido que con el
composito 2 (dia 11). En tanto que el MEC fue completamente degradado en 7
dias, también mas rapido que con el composito M2. Ademds, es importante
sefialar que para este composito, la velocidad de biodegradacion del MEC se
modificé drasticamente respecto al composito anterior (M2) siendo mucho mayor,
incluso mayor que la biodegradacion del tolueno. Esto pudo deberse a que, al
incrementar el contenido de almidon, se incrementa la cantidad de grupos
hidroxilos, los cuales interactian con las moléculas del agua, trayendo como
consecuencia que el producto con mayor solubilidad en agua, es decir, el MEC,
esté mas accesible para los microorganismos. Con este composito, de manera
especifica, se produjeron 1.52 mg CO; g'lhidrocarburos consumidos N 3, (mineralizacion de
53 %).
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Para el caso del composito con un contenido de 40% en peso de almidén (M4), los

resultados de biodegradacion se muestran en la Figura 6.1.4.

C/Cy

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (dia)
==+ -- hexano, 40 % --1#-- tolueno, 40 %
--®--MEC, 40 % —2#— control hexano, 40 %
—&— Control MEC, 40 % —+8— Control tolueno, 40 %

Figura 6.1.4 Velocidad de biodegradacion de hexano, tolueno y MEC en fase gas
con el composito M4 (40 % almidén).

Como se puede apreciar de la Figura anterior, el MEC se degradé en su totalidad
en tan solo 6 dias. Mientras que el tolueno se degradd por completo en 7 dias. Es
importante seflalar que solamente con este composito se alcanzé la
biodegradacion completa de hexano en el dia 14. La biodegradacion total de los
hidrocarburos, produjo 1.37 mg CO» g higrocarburos consumidos N+, €l porcentaje de
mineralizacion fue de 48 %. Estos resultados corroboran que la biodegradacion
puede ser completa si se tiene la cantidad suficiente de biomasa. Asi mismo, se
puede decir que la adicién de almidon favorece el crecimiento de biomasa, lo cual
se ve reflejado en una mayor tasa de biodegradacion, es decir, se pueden asociar

estos parametros con la cantidad de almidon presente en el composito.

41



Como se observé en las graficas anteriores, se presenté un marcado efecto de la
adicion del almidon en el poliuretano, la biodegradacion de los hidrocarburos
aument6 con la adicion de almidon al PU. Otro efecto importante fue, la
disminucién de la velocidad de produccién de CO, a medida que aumenté el

contenido de almidén (Tabla 6.1).

Tabla 6.1 Velocidad de produccién de CO, medida en el dia 15.

Material CcoO, *Mineralizacion Velocidad especifica de
producido produccién.
(g /m3) (%) vmgCOZ/g hidrocarburo consumido'h

A(mgcoz/g hidrocarburo consumido'h)

M1 13 64 4.97 (4.97)
M2 245 60 1.75 (75)
M3 318 53 1.52 (82)
M4 384 48 1.37 (89)

v La velocidad fue calculada suponiendo consumo completo de almidoén.
ALa velocidad fue calculada sin tomar en cuenta el consumo de almidon.
*Mineralizacion suponiendo el consumo total del almidén.

La disminuciéon en la velocidad especifica de produccion de CO, se debe
basicamente, al aumento en el consumo de los hidrocarburos. Suponiendo que el
almidén es consumido completamente, con el material M4, se obtuvo la menor
tasa de produccién de CO,, con la mayor tasa de biodegradacion, lo que indicaria,
gue gran parte del carbono consumido por los microorganismos fue incorporado a
biomasa celular. Esto no quiere decir que, la produccion de CO; disminuy6 con el
contenido de almidon, pues en la misma Tabla, se observa que, la produccion
volumétrica de CO, debida al consumo de contaminantes y almidon, fue mas alta
con el contenido de almidén mayor (384 g CO, m™). Asi mismo, la velocidad
especifica de produccion de CO;, que solamente toma en cuenta el consumo de

los contaminantes, fue mayor con el composito M4. Hay que considerar que, el
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almidon es una molécula muy simple, que probablemente se agoté en un tiempo

corto, y que el CO, producido debido a esto, se fue acumulando en el sistema.

En la Tabla 6.2 se muestran los valores promedio de las tasas de biodegradacion
de la concentracion en la fase gas, que se obtuvieron con cada material, asi como

la biomasa total que se generé en 15 dias.

Tabla 6.2 Velocidad de biodegradacion de la concentracion en fase gas con PU

modificado, y concentracion de biomasa final.

Composito | *Velocidad especifica de biodegradacién de YBiomasa °R
los contaminantes final
(mgh drocarburo /gproteinainicigl 'h) (mg proteina/g
hexano tolueno MEC material seco)
M1 27.03 105.99 74.20 0.43+0.0 1
M2 18.55 132.49 148.39 1.87 +0.05 4.34
M3 43.46 137.79 206.69 2.11+0.11 4.90
M4 79.50 206.69 211.99 2.76 £ 0.46 6.42

* Valores promedio de los duplicados tomando los primeros 4 dias como referencia. La reduccion
de la concentracion del contaminante debida a sorcidn, esté incluida en el valor presentado.

Y Valores promedio de los duplicados; concentracion de biomasa total en 15 dias.

R, relacion de la concentracion de biomasa final respecto a M1.

Se puede decir que a pesar de que con M2 se obtuvo al final un pequefio
incremento en el porcentaje de biodegradacion de hexano, la velocidad con que se
degradé no fue mayor que con el PU sin modificar, ya que ésta fue menor;
aunque, con M3 se obtuvo mejor resultado y en el caso de M4, hubo un aumento
importante en la velocidad de biodegradacion. En cuanto a tolueno, la velocidad
de biodegradacién obtenida con M4 fue casi el doble que con M1, en este caso M2
y M3 no presentaron mucha diferencia en velocidad de biodegradacion, aunque la

tendencia es creciente.

Para el caso del MEC, el incremento de la velocidad de biodegradacion tuvo una

tendencia creciente entre los diferentes compositos, la cual fue especialmente
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notoria entre M1 y M2, aunque después se redujo el incremento a 39% al pasar de
M2 a M3 y posteriormente el incremento fue minimo (2.5%) entre M3 y M4. Este
comportamiento podria explicarse de la siguiente forma: en principio se observo
que a mayor contenido de almidén fue mayor la disponibilidad del contaminante
para los microorganismos; en este caso se incremento tanto la presencia de MEC
como de tolueno y hexano, por lo que, de acuerdo a la Tabla 6.2. es posible que
los microorganismos hayan utilizado por igual al MEC como al tolueno y finalmente
al hexano, para el caso del composito M4. Ademas, si se observan las
velocidades de degradacion de los tres compuestos para M3 y M4, claramente se
ve que para hexano y tolueno si existe un incremento en las velocidades respecto

de M3, mientras que para MEC no existe gran diferencia.

Aunque en algunos casos el incremento en la velocidad no fue tan marcado, la
concentracion relativa de biomasa determinada como proteina en cada material si
se incrementd (columna 5 de la Tabla 6.2). La medicion de la concentracion de
proteina en los compositos es una medida indirecta de la concentracion de
biomasa en el soporte. En general, se puede mencionar que a medida que se
incremento el contenido de almiddn se incrementd la concentracion de biomasa en
los compositos, siendo hasta 6 veces mayor en el composito M4 que en el M1

(composito sin modificar).

Las velocidades de degradacién obtenidas en los experimentos en lote, asi como
los tiempos en los que se obtuvo la biodegradacion, son mejores que los
reportados por Alba y col. (2003), quienes obtuvieron 40 % de biodegradacién de
tolueno, 80 % de biodegradacion de acetona, 80 % de biodegradacion de
isopropanol y 55 % de biodegradacion de una mezcla de xilenos, en 4 dias. En
ese mismo tiempo en este estudio se obtuvo biodegradacién completa de tolueno
y MEC. Prenafeta y col. (2002) obtuvieron valores de biodegradacién de 100 % en
25 dias. A pesar de que estos autores si obtuvieron biodegradacion completa, el
tiempo de operacién es muy largo, y por otro lado es importante aclarar que ellos
utilizaron sistemas de tanque agitado con 25 ml de medio mineral pH 7. Ademas,

en el sistema que utilizaron estos autores, la biomasa se encontraba
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completamente suspendida, lo cual facilité la transferencia de los contaminantes
hacia los microorganismos, aunado a que se crearon condiciones adecuadas para

la supervivencia y crecimiento de éstos.

6.1.2 Microscopia electronica de barrido de los compositos

En la Figura 6.1.5 se presentan las micrografias del PU sin modificar tomada al
final del experimento de biodegradacion en lote (15 dias). Como se puede
observar, aparentemente no hubo crecimiento de biomasa en la muestra
analizada; sin embargo, como ya se menciond anteriormente, si ocurrié la
biodegradacion de los hidrocarburos a las tasas mostradas en la Tabla 6.2. Debido
a que el barrido que se hace en cada muestra no es homogéneo en todo el
material, es decir, se realiza s6lo en algunas zonas, es probable que los
microorganismos responsables de la degradacion de hidrocarburos en este
material se hayan alojado en otra zona distinta a la visualizada por SEM.

| e—L A1 1|11 R— 20 HV mag| WD [temp
[0 5.00kV|400x/9.6 mm| --—-

Figura 6.1.5 Micrografias del material M1; sin inocular, a 300 um (A); y al final de
la cinética de biodegradacion, a 300 um (B).

La Figura 6.1.6 corresponde a la micrografia tomada de una muestra del
composito M2 (20 % en peso de almiddn). Se puede ver crecimiento de biomasa,
basicamente hongos debido al tamafio y tipo de crecimiento tipico de los hongos,

el cual se aprecia a través de la formacién de micelio formado por el
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entrecruzamiento de las hifas. Como se puede observar, éstas llegaron a cubrir
parcialmente la superficie del material; ademas, no fue posible observar poros en
esta micrografia posiblemente debido a que éstos fueron cubiertos por el tipo de

crecimiento caracteristico de los hongos.

V |mag| WD |[temp
) kV|400 x/10.1 mm| ---

Figura 6.1.6 Micrografias del material M2; sin inocular, a 300 um (A); y al final de
la cinética de biodegradacion, a 300 um (B).

En el caso del composito M3 (30 % en peso de almiddn), la micrografia en la
Figura 6.1.7 presentada a continuacién, se aprecia mayor crecimiento miceliar que
con M2.

WD |temp
7.0mm | --

Figura 6.1.7 Micrografias del material M3; sin inocular, a 300 um (A); y al final de
la cinética de biodegradacion, a 300 um (B).
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Incluso en dicha Figura es posible observar mayor crecimiento de los
microorganismos, ademas de que el micelio formado es bastante denso; aunque
se pueden ver lo que pudieran ser poros propios del material; o bien, podria

tratarse de cavidades formadas por la forma de crecimiento del micelio.

Para el composito M4 (40% en peso de almidon) la se observa que el crecimiento
de microorganismos sobre el material fue mayor que con los otros materiales,
dicho crecimiento, mayormente fungico crecio a tal punto que cubrié por completo
la superficie del soporte polimérico, como se puede apreciar en la micrografia
6.1.8.

TR R I —
89mm| -

Figura 6.1.8 Micrografias del material M4; sin inocular (A); y al final de la cinética
de biodegradacion (B).

El contraste del composito M4 respecto a los compositos M1 y M2 es muy
marcado, ya que se ve gue la biopelicula formada es bastante densa y profunda.
Este comportamiento ayuda a sustentar los valores de velocidades de
degradacion de hidrocarburos encontradas en cada material ya que la velocidad
de degradacion de un contaminante es directamente proporcional a la
concentracion de biomasa en el sistema (lote o continuo). Esta proporcionalidad
se da siempre y cuando la biomasa esté completamente activa y no haya

limitaciones de transporte de masa e inhibicion por altas concentraciones de

47



hidrocarburos, que en principio es lo que se supone gue se tiene en este sistema

de estudio.

En este experimento de biodegradacion, la biomasa observada fue consistente
con la concentracién de proteina determinada, y también con las velocidades de
biodegradacion obtenidas para los hidrocarburos. Ademas, a pesar de haber una
mayor densidad de biomasa, la forma de crecimiento de ésta es tal que permite el
paso hacia el interior del composito, en donde muy probablemente haya mas
biomasa, considerando que la biopelicula empieza a formarse en la superficie pero
es capaz de crecer hacia el interior de los poros del composito para consumir los
hidrocarburos sorbidos en los poros del material. Ademas, hay que recordar que
las imagenes de las Figuras 6.1.5 a 6.1.8 fueron tomadas a partir de un corte
transversal, lo cual hace pensar que es posible que esta forma de crecimiento de
la biomasa, sea debido al tamafio de los poros presentes (400 um, en promedio), y
también, pudo deberse a que el almidon se encontraba disperso en todo el

composito y no solamente en la superficie de éste.

6.1.3 Caracterizacion de los compositos

Se realizaron espectros de absorcion en el infrarrojo (FTIR), mediante Reflectancia
Total Atenuada (ATR), para confirmar la presencia del almidon en los compositos,
ademas se les determin6 su capacidad de retencién de agua, con el objetivo de
seleccionar el mejor material para empacar un biofiltro que degradara los mismos
compuestos estudiados, es decir, en un proceso en continuo en una columna

empacada.

La Figura 6.1.9 muestra los espectros de absorcién de cada composito al inicio y

al final del experimento de biodegradacion.
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Figura 6.1.9 Espectros de absorcion en el infrarrojo con Transformada de Fourier
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sobre el material con base en PU; M1, M2, M3y M4 (A, B, Cy D,
respectivamente).

Como se puede apreciar de la Figura anterior, el espectro del almidon muestra su
sefial principal en 1050 cm™ aproximadamente, y que se puede asociar a la
vibracién de los grupos hidroxilo. Esta sefal fue detectada en los compositos
sintetizados, pero también en el material al que no se le adicioné almidén. Esto
indica que la sefal correspondiente al grupo carbonilo en tensién del PU se
superpone con la sefial debida a los grupos hidroxilo del almidon, la cual se fue
Cabe
sefalar que los espectros mostrados fueron normalizados para que se pudiesen

incrementando de acuerdo al contenido de almiddn en cada material.

comparar.
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El espectro tomado al final del experimento de biodegradacién indica la
desaparicion de las bandas de absorcién correspondientes al almidon y de
aquéllas que corresponden al PU. Podria pensarse que el mismo material fue
degradado por completo junto con el consumo del almidén por los
microorganismos; sin embargo, de manera visual no se observo una reduccién en
el tamafio de los compositos. Una explicacion puede ser que la presencia de
microorganismos o la composicion del medio mineral ocasionen la interferencia en

la medicion y no puedan detectarse bien las bandas de absorcion.

La capacidad de retencion de agua de los compositos se incrementé de acuerdo a
la presencia del almidén como se muestra en la Tabla 6.3. Este incremento se
debié a la presencia de grupos hidroxilo de cada material, los cuales forman
puentes de hidrogeno con el agua. Los compositos M3 y M4 retuvieron casi el

mismo porcentaje (en peso) de agua.

Tabla 6.3 Capacidad de retencién de agua de cada material estudiado.

Material M1 M2 M3 M4

*CRA (%) | 12.6 26.6 32.1 33.3

*CRA,; Capacidad de Retencién de Agua. El termograma correspondiente se puede observar en el

Anexo 2.

El contenido de humedad en el material es muy importante para la actividad
microbiana en la biopelicula. La diferencia minima que se presenté con este
parametro entre M3 y M4 puede ser la razén de que con MEC no se haya obtenido
gran diferencia en las velocidades de biodegradacion con estos compositos.
Debido a que MEC es muy soluble (2.23*10° mg L™; ver Tabla 2.2) puede ser que
se haya solubilizado mejor en el medio mineral y de esta manera estuvo mas

disponible para los microorganismos.
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Con el composito M4 se obtuvo el mejor resultado en términos de velocidad de
degradacion y de retencién de humedad. De acuerdo a esto, se seleccioné el
material M4 para empacar un biofiltro y compararse con dos materiales: uno
compuesto de polipropileno modificado con fibras de agave y uno comercial

conocido como perlita.

6.2 Biofiltracién en el reactor empacado con Perlita (BP)
6.2.1 Capacidad de eliminacion de hexano, tolueno y MEC en BP

En la Figura 6.2.1 se presenta la CE obtenida para cada compuesto estudiado en
el reactor BP.

0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (dia)

Figura 6.2.1 Capacidad de eliminacion para hexano (e), tolueno (A) y MEC (m)
obtenidas en el reactor BP.

En esta Figura se observan variaciones muy marcadas en la CE de los
compuestos. Como se puede ver, en el dia 24 de operacion se alcanzo el 100 %
de remocién de MEC con una CE de 60 g m>h™, mientras que solamente el 49 %

de tolueno (29.4 g m>h* eliminados), y 0% de hexano fueron removidos.
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En el dia 38 se incrementd la CE del hexano y tolueno, la cual fue de
14.45 g m>h™ para hexano, 53.4 g m>h™ para tolueno que corresponde al 19y
89 % de remocion, respectivamente. A diferencia de éstos, la CE de MEC que se
alcanz6 en el dia 24 se mantuvo constante (60 g m~>h™) durante el tiempo de
operacion, excepto en el dia 56 donde se registré una CE de 40.49 g m>h™ (67.5
% remocion). Sin embargo, a partir del dia 57, la remocion de este compuesto
permanecio en 100 % hasta el final de la operacion del reactor. La caida en la CE
de MEC se presentdé aunada al incremento en la CE de tolueno y hexano. Este
comportamiento se observo después de alimentar el reactor BP con la solucién de
nutrientes a pH 5. El cambio de pH produjo una CE para hexano y tolueno de 60
g m>h™ c/u en el dia 62.

La Figura 6.2.1 también indica que MEC es el compuesto que fue degradado
mayormente, seguido por tolueno y finalmente hexano, este orden de
biodegradacién concuerda con el orden de su solubilidad, el cual es de 2.23*10°
mg L™ para MEC, 526 mg L™ para tolueno y 9.5 mg L™ para hexano (Tabla 2.2).
Este resultado es congruente tomando en cuenta que entre mas soluble sea el
contaminante serd mas facil su transferencia hacia la biopelicula, donde estara
mas disponible para que los microorganismos lo utilicen como fuente de carbono y
energia que requieren para su crecimiento y mantenimiento celular. Lo anterior
estd condicionado a que la concentracién de contaminante en la biopelicula no
sea inhibitoria o tdéxica para los microorganismos, lo cual también depende del tipo

de contaminante.

En la etapa inicial del reactor BP se observan dos bajas significativas en la CE
tanto de tolueno como de MEC en los dias 12 y 23, esto se presenta de manera
simultdnea con un ligero incremento en la CE de hexano. Esto pudo deberse a
una competencia entre sustratos por el sitio de union en las enzimas que llevan a
cabo la biodegradacién de dichos compuestos. Sin embargo, esto se tendria que
investigar con detalle a través de experimentos cinéticos de competencia entre

enzimas y sustratos.
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6.2.2 Capacidad de eliminacion total de la mezcla de contaminantes en BP

El comportamiento del reactor BP en términos de la mezcla de contaminantes

alimentada, se presenta en la Figura 6.2.2.

CE (g/m~3-h)

70

Tiempo (dia)

Figura 6.2.2 Capacidad de eliminacion total en el reactor BP

En esta Figura se observa que de manera general el indculo requiri6 de un
periodo de adaptacion de 5 dias aproximadamente. Este tiempo relativamente
corto pudo deberse a que el inéculo utilizado estuvo alimentado previamente con
hexano, tolueno y tricloroetileno, para un estudio anterior a éste. Sin embargo, con
base en los resultados de CE obtenidos con cada compuesto, se puede decir que
la CE de la mezcla que se observa en los primeros 35 dias fue debido a la

biodegradacion de MEC y tolueno solamente.

En el periodo que corresponde del dia 24 al dia 56, se observa un estado casi
estable con una CE total promedio de 95 g m>h™. En dicho periodo, se cree que
los microorganismos capaces de degradar hexano ya estaban aclimatados a las
condiciones ambientales del reactor, los cuales al igual que aquellos que

consumieron tolueno, mejoraron su actividad metabdlica cuando se presentd el
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cambio de pH, ocasionando el incremento en la CE total, la cual cambio a 180 g
m>h" en el dia 62 manteniéndose asi hasta el dia 65, dia en que se detuvo la
operacion del reactor. La produccién de CO, en este reactor, en el dia 60 fue de

259 g CO, m>h?, con un porcentaje de mineralizacién de 50 %.

6.2.3 Capacidad de eliminacion en cada seccion del reactor BP

En cuanto a la CE registrada en cada seccion del reactor BP, se observaron

diferencias durante la operacion (Figura 6.2.3).
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La seccion 1 (S1) corresponde a la parte alta del reactor por donde el flujo de aire
era alimentado de manera descendente, pasando a través de ésta hacia la
seccién 2 (S2) que corresponde a la parte baja del reactor.

De manera general, se presentd mayor remocion de los compuestos en S2 que en
S1. Lo cual se atribuye simplemente a que la alimentacion de medio mineral se
realizd de manera descendente, tal operacidon pudo ocasionar el arrastre de
biomasa de S1 hacia S2. Aunado a esto, el flujo de la corriente contaminada pudo
contribuir con este efecto de lavado de biomasa ocasionando la acumulacién en la

parte baja del reactor.

Durante los primeros 8 dias, no se registré6 remocién en S1. A partir del dia 9 y
hasta el dia 25 la relacion S2/S1 promedio en la remocién de contaminantes fue
de 3.47. Durante el periodo correspondiente a los dias 36-60 la remocién
promedio en S2 fue so6lo 1.62 veces la remocion detectada en S1. Finalmente,
durante los ultimos 5 dias de operacién la remocibn en ambas secciones
permanecio igual (S2/S1 =1) lo que podria indicar que la concentracion de

biomasa se fue equiparando a través del tiempo.

Para probar lo anterior se realizd la determinacion de proteina en muestras de
particulas de perlita que fueron tomadas al final de la operacién del reactor. Los
resultados del analisis se presentan en la Tabla 6.4.

Tabla 6.4 Cantidad de biomasa final en la Perlita en la seccion 1 (S1) y en la
seccion 2 (S2) del biofiltro BP.

Muestra Perlita ¢Biomasa final +Relacion
(Mg proteina/9 material seco) (R)
*Perlita control 0.00 £ 0.00
Perlita S1 (5 cm) 14.02 £ 2.76 1.0
Perlita S2 (40 cm) 2255+ 1.6 1.6

¢Los datos corresponden al dia 65 de operacion.
* Material sin microorganismos.
+ Relacién del valor de biomasa final respecto a S1.
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Como se puede ver en la Tabla anterior, la concentraciéon de biomasa en S2 fue
de 1.6 veces la concentracion de biomasa en S1. Con base en los datos de la
Tabla y en los datos de remocion en ambas secciones del reactor, se puede decir
gue la biomasa siempre estuvo mas concentrada en S2, y que el aumento en la
eficiencia de remocidon en ambas secciones se presentd por el incremento en la
cantidad de biomasa. Como ya se mencion6 anteriormente, la remocién en S2
durante mucho tiempo fue mas alta que en S1, y se le atribuy6 al arrastre de
biomasa por parte del flujo de aire y durante la adicion de agua y medio mineral.
Este comportamiento es totalmente contrario a lo que fue observado en otro
estudio (Sakuma, 2006), donde se determind mayor concentracion de biomasa en
la seccidn superior de la columna empacada. Aunque es importante sefialar que, a
diferencia de este estudio, la alimentacion de la corriente contaminada se hizo de
manera ascendente, y en este sentido, ambos estudios coinciden en cuanto a que
se encontré mayor cantidad de biomasa en la seccién que corresponde a la salida
del flujo de aire contaminado.

6.2.4 Efecto de la carga sobre la CE en el reactor BP

La capacidad de eliminacion total de contaminantes en funcién de la carga total a
la entrada del reactor BP se presenta en la Figura 6.2.4. Cuando la carga se
aumenté a 200 g m>h la remocién se mantuvo en 100 %. Sin embargo, un
aumento adicional del 10 % en la carga caus6 la disminucion de la remocion de
contaminantes obteniendo una CE de 220 g m>h™; por lo tanto, ésta quedd

definida como la CE méaxima.
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Figura 6.2.4 Efecto de la carga de contaminantes en la capacidad de eliminacién
en el reactor BP. La linea sélida (-) corresponde al 100% de remocion teérica; CE
en funcion de la carga (e); Remocion total (%) en funcién de la carga (A).

Como ya se mencion0 antes, en este reactor la cantidad de biomasa que se tenia
fue muy alta (Tabla 6.3) lo que indica que la biopelicula que rodeaba la mayoria de
las particulas del material de soporte era bastante densa, cuando se tienen
biopeliculas de este tipo se limita la transferencia de masa hacia el interior de las
biopeliculas y de las particulas, es decir, es muy probable que los contaminantes y
el oxigeno no se hayan difundido bien ocasionando que gran parte de la biomasa
estuviera inactiva (zonas muertas). Por otro lado, al incrementar la carga se
incrementa la concentracion de contaminantes en la biopelicula donde, entonces,
se presentan limitaciones por reaccion, es decir, se sobrepasa la capacidad de

biodegradacion de los microorganismos (Choi y col., 2002).

Es muy probable que ambas limitaciones; por difusion y por reaccién, se hayan
presentando en este biofiltro, ya que la biomasa que se generd fue excesiva, lo
gue puede ser la causa de la reduccion en la CE del reactor cuando se incremento

la carga.
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6.2.5 Microscopia electréonica de barrido en BP

Las micrografias de la Perlita en el dia 23 y en el dia final de operacion (dia 65) se

muestran en la Figura 6.2.5, a continuacion.

Figura 6.2.5 Micrografias de la Perlita sin microorganismos a 500 y 300 um (A, C;
respectivamente), y con microorganismos en los dias 23 y 65 de operacién, a 500
y 300 um (B, D; respectivamente).

En esta Figura se puede ver en la micrografia B que el material presenta
crecimiento fangico, ya que se observa micelio cubriendo la superficie de la
particula, que inicialmente presenta cierta porosidad con crestas y valles
(micrografia A) y que no son evidentes en la micrografia B correspondiente al dia

23. Sin embargo, la concentracibn de biomasa que se observa es menor




comparada con la que se puede apreciar en la micrografia D, la cual corresponde
al final de la operacién del reactor. En esta micrografia se observa la biopelicula
bastante densa rodeando la particula de Perlita (véase la micrografia C). Esto es
consistente con la capacidad de eliminacidon que se alcanzé para esos dias,
siendo una CE de 33 g m>h™ en el dia 23, y una CE mayor (180 g m>h™) en el dia

65.

6.3 Biofiltracidn en el reactor empacado con Poliuretano modificado con
almidén (BPU)

6.3.1 Capacidad de eliminacion de hexano, tolueno y MEC en BPU

En la Figura 6.6 se presenta la CE de cada compuesto en funcion del tiempo. Se

puede decir que en el reactor BPU no se presencio una fase de adaptacion, ya
que a las 6 horas de haberse inoculado se alcanzé una CE considerablemente

alta.
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Figura 6.3.1 Capacidad de eliminacion para hexano (e), tolueno (A) y MEC (m)
obtenidas en el reactor BPU.

La CE de MEC en el dia uno fue de 56 g m>h™, que corresponde al 94 % de
remocién, mientras que para el tolueno se logré una CE de 43 g m>h* (72 %
remocién), y para el caso del hexano solamente se removio el 8 % de éste,
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correspondiente a una CE de 5 g m>h™. Ademas, en la Figura anterior, la
remocion de hexano fue muy baja, de hecho, fue el Unico compuesto con el que se
present6 una fase de adaptacion, aunque ésta fue muy corta (2 dias
aproximadamente) comparada con los resultados obtenidos con el biofiltro de
Perlita, e incluso con lo reportado Hernandez y col., 2008, quienes utilizaron
compositos de polietileno-carbonato como material de empaque, para la
eliminacion de hexano, estos autores obtienen un tiempo de arranque corto de 12
dias; sin embargo, el tiempo de arranque del biofiltro BPU (este trabajo) fue
menor. Notese como en el dia 11 ya se habia alcanzado el 100 % de remocion de
MEC, 89 % de tolueno y 73 % de hexano, con CEs de 60, 53 y 44 g m>h™,
respectivamente. Este resultado es realmente sobresaliente y alentador pues abre
la posibilidad de tener operaciones de biofiltros con altas capacidades y eficiencias

de eliminacién en tiempos muy cortos.

Conforme transcurrié el tiempo de operacion del reactor, en el dia 23 la remocién
de MEC se mantuvo en 100 %, y ya se habia logrado remover el 93 % del tolueno
y el 76 % del hexano. La CE de 60 g m~h™ de tolueno se alcanzé en el dia 11, la
cual bajo en el dia 18; sin embargo, se recupero en el dia 32 y se mantuvo hasta
el final de la operacion. En cuanto a hexano, se logré el 100% de remocion en el

dia 42, y se mantuvo hasta el dia 70 (dia en que se par6 la operacion del reactor).

Durante la operacién de este reactor también se presentaron variaciones en la CE
de todos los compuestos, como ya se describié. Sin embargo, es de llamar la
atencioén que durante los dias 3-18 la CE de tolueno permanecié mas alta que la
CE de MEC y de hexano, lo cual podria deberse a que el material de empaque
todavia no estaba lo suficientemente hiumedo para permitir la facil transferencia
del MEC hacia la biopelicula, como ya se ha comentado. Al final, todos los
compuestos fueron eliminados de una manera mas eficiente que con el reactor
BP, ya que existe una buena diferencia en los tiempos en los que se alcanzé el
100 % de remocién de los contaminantes, siendo primero en el reactor BPU que
en el BP.
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6.3.2 Capacidad de eliminacion total de la mezcla de contaminantes en BPU

El desempefio del reactor BPU fue mucho mejor que el BP en la eliminacion de los
contaminantes y con un comportamiento sustancialmente diferente al obtenido con
el BP; por ejemplo, en el dia 1 se tuvo una CE total de 104 g m>h™ (57 %) de una

carga total de 180 g m>h™, como se puede apreciar de la Figura 6.3.2.
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Figura 6.3.2 Capacidad de eliminacion total en el reactor BPU.

En la Figura se observa que no se presentd una fase de adaptacion de los
microorganismos a las condiciones del biofiltro, como ocurrié con el biofiltro BP.
En este caso, la biodegradacion inicial fue muy alta y se atribuye a la
biodegradacion de los tres compuestos y no solamente a uno como fue el caso de

MEC en el reactor BP.

De manera general, la CE fue aumentando y se obtuvo el maximo (180 g m=h™) a
partir del dia 32, la mitad del tiempo que se requirié6 en BP para logarlo. Puesto
gue en este caso no hubo un cambio de pH en la alimentacién del medio mineral,

se puede decir que los microorganismos pudieron mantener su actividad
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metabdlica bajo esta condicion, con una capacidad de eliminacién (CE) bastante
alta desde el inicio de la operacién del biofiltro, y ademéas, manteniendo dicha
capacidad a lo largo del tiempo, una vez que logré la méxima remocién posible, lo
cual se traduce en un biofiltro con una operacion bastante estable. El porcentaje
de mineralizacién medido en el dia 64 fue de 82 % (434 g CO, m>h™), lo que
quiere decir que la mayor parte del carbono que se introdujo al sistema fue
transformado por los microorganismos a CO, y el resto lo incorporaron a sus

células, o se quedo en otros metabolitos producidos.

6.3.3 Efecto de la carga sobre la CE en el reactor BPU
6.3.3.1 CE de hexano en funcién de la carga

El efecto de la carga sobre la CE de hexano se presenta en la Figura 6.3.3.
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Figura 6.3.3 Efecto de la carga de hexano en la capacidad de eliminacion en el
reactor BPU. La linea sélida (-) corresponde al 100% de remocion tedrica; CE en
funcién de la carga (e); Remocion (%) en funcion de la carga (A).




La carga critica, que es la carga donde se obtiene el 95 % de remocion, se
present6 cerca de 180 g m>h™ y la CE maxima a una carga de 600 g m~h™ fue
de 299 g m=h?, lo cual representa un porcentaje de remocién del 50%. Estos
datos de CE critica y maxima para hexano no habian sido alcanzados ni con el
uso de sistemas de dos fases (Hernandez y col. 2008; Arriaga y col. 2005;
Davison y Daugulis 2003). Dichos sistemas, representan una alternativa de
tratamiento de COVs hidrofébicos en los que la segunda fase se utiliza para lograr
que los compuestos poco solubles en agua estén disponibles para los
microorganismos. Es por esto que este sistema de biofiltracion que utiliza
poliuretano modificado, representa una alternativa de tratamiento novedoso y
atractivo, con la ventaja de ser un sistema simple, practico, y asegurar ademas un

buen desemperio y estabilidad en el biofiltro.

Es importante recalcar la alta capacidad de eliminacion de este biofiltro, en
comparacion con la lograda con el BP, la cual disminuy6 drasticamente después
de 220 g m>h™, en tanto que para el BPU se tuvo una tendencia exponencial con
un buen porcentaje de remocién aun a cargas tan altas como 600 g m~>h™.

6.3.3.2 CE de tolueno en funcién de la carga

Para el caso del tolueno, en la Figura 6.3.4 se presentan los resultados de

capacidad de eliminacion en funcion de la carga.
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Figura 6.3.4 Efecto de la carga de tolueno en la capacidad de eliminacion en el
reactor BPU. La linea sélida (-) corresponde al 100% de remocion teérica; CE en
funcién de la carga (e); Remocién (%) en funcion de la carga (A).

En este caso, la CE critica fue de 225 g m>h™ y la CE méxima a una carga de 600
g m>h™ fue de 358 g m>h™, lo cual representa una remocion de casi el 60 %. Los
valores de CE critica y maxima de tolueno encontrados en este trabajo son mas
altos que los reportados por Lim (2005), quien utilizé un biofiltro para la
degradacion de una mezcla de un compuesto hidrofilico (etanol) y uno hidrofébico
(tolueno). Este autor, obtuvo una CE critica de 90 g m>h™y una CE maxima de
160 g m=h" de tolueno. Los datos de CE obtenidos en este trabajo, son también
mayores los reportados por Maestre y col. 2007, quienes utilizaron diferentes
materiales empacados (fibra de coco, composta de lodos activados, turba, y hojas
de pino). Ellos obtuvieron una CE de tolueno maxima de 95 g m>h™. En otro
estudio de biofiltracién de tolueno, se obtuvo una CE méaxima de 120 g m=h?,
utilizando un lecho empacado con un material a base de residuos agroforestales
(Krishnakumar y col. 2007).
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El porcentaje de remocion obtenido con tolueno es mejor que el obtenido para el
hexano, como consecuencia de la mayor solubilidad del tolueno, y por tanto su
mayor disponibilidad para los microorganismos en la biopelicula.

6.3.3.3 CE de MEC en funcion de la carga

En el caso de MEC en la Figura 6.3.5 se presentan los resultados obtenidos de la

capacidad de eliminacion en funcion de la carga.
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Figura 6.3.5 Efecto de la carga de MEC en la capacidad de eliminacién en el
reactor BPU. La linea sélida (-) corresponde al 100% de remocion teérica; CE en
funcion de la carga (e); Remocion (%) en funcion de la carga (A).

Para este caso, la carga critica se presenté en 280 g m=h*, y la CE maxima fue
de 471 g m>h' a una carga de 600 g m>h* y con un 79 % de remocién.
Nuevamente, se notd la influencia de la solubilidad en agua del componente a
biodegradar, y por ello la curva de CE se acerca mas a la curva tedrica, lo cual
implica una mayor eficiencia de los microorganismos en la biopelicula para
degradar MEC. Nuevamente, los valores de CE maxima mencionados para MEC
fueron mas altos que los que reportaron Chan y col. (2008) que se encuentran en
valores de 0.127 gC kg™*-h™.
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6.3.3.4 CE total de la mezcla de hexano, tolueno y MEC en funcion de la
carga

En cuanto a la mezcla total de los hidrocarburos evaluados, la Figura 6.3.6,

muestra los resultados obtenidos.
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Figura 6.3.6 Efecto de la carga total de contaminantes en la capacidad de
eliminacion en el reactor BP. La linea sdélida (-) corresponde al 100% de remocion
tedrica; CE en funcién de la carga (e); Remocidn total (%) en funcién de la carga

(A).

En este caso la carga critica fue de 300 g m>h™, y se obtuvo una CE méxima de
435 g m>hta 600 g m>h?, que representa una remocién del 73 %, lo cual es aun
un alto porcentaje con esa carga tan alta.

Los resultados anteriores son la muestra de que el biofiltro empacado con
poliuretano modificado tiene un excelente desempefio en términos de eficiencia de
biodegradacion. En términos de la mezcla de compuestos alimentada, se
obtuvieron valores de CE maxima y critica mayores a los reportados por Mathur y
col. (2007), y mayores también, a los obtenidos por Paca y col. (2006) que van de
5 a 20 g m>h* aproximadamente, para una mezcla de compuestos aromaticos y

una mezcla de compuestos hidrofilicos, respectivamente. Ortiz y col. (2003)
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estudiaron diferentes materiales de empaque para biofiltrar una mezcla de COVs;
y reportaron una CE méaxima de 260 gC m™>h™ al utilizar un lecho empacado con
carbon activado y vermiculita. Shim y col. (2006) obtuvieron un valor de CE
maxima de 340 g m>h durante el tratamiento de una mezcla de benceno, tolueno
y xileno. Estos valores de CE son menores a los que se obtuvieron en este

trabajo.

6.3.4 Microscopia electrénica de barrido en BPU

En la Figura 6.3.7 se muestran las micrografias de muestras del material con base
en poliuretano (M4) tomadas del reactor BPU, en el dia 70.

Figura 6.3.7 Micrografias del PU; sin microorganismos a 300 um (A); y con
microorganismos en el dia 60, a 50 um, 300 umy 1 mm (B, C, D,
respectivamente).
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En este caso la biomasa que se observa no se encuentra en exceso como lo fue
en el caso del BP. Ademas, se puede apreciar en la Figura que los
microorganismos son basicamente hongos cubriendo la particula del material
polimérico. Nétese nuevamente la formacion de hifas que se entrecruzan y cubren
el empaque polimérico, como ocurrié durante el experimento en lote. Una ventaja
gue presenta este material es que el crecimiento de biomasa durante la operacion
en continuo (11 mg proteina/g material seco), no fue excesivo como el generado
con la Perlita (22 mg proteina/g material seco), por lo que no existi6 un
impedimento del flujo de la corriente contaminada, es decir, no se presento el

taponamiento de la columna, y se detecté mayor eficiencia en la biodegradacion.
El contenido de proteina final fue cuantificado por el método de Lowry, igual que

con los materiales anteriores, los resultados se muestran en la Tabla 6.5

Tabla 6.5 Concentracion de biomasa en el composito M4, en el dia 70 de la

operacion del reactor BPU, a diferentes alturas.

Muestra composito M4 Biomasa final +Relacién
(MY proteina/d material seco)
*M4 control 1.47 £0.014
M4 (3 cm) 4.46 + 0.63 1.00
M4 (12 cm) 471+ 041 1.05
M4 (22 cm) 11.31+ 1.12 2.53

*Composito sin microorganismos, cuyo dato de proteina ya fue restado a los demas datos que se
presentan en la Tabla.
+Relacion del valor de biomasa final respecto a M4.

El contenido de proteina en el reactor BPU fue mayor en la seccién baja del
reactor, que corresponde a la salida de la corriente contaminada. En cuanto a la
seccion de entrada del flujo, el contenido de proteina fue casi igual al contenido
determinado en la mitad de la columna. Este resultado concuerda con lo

encontrado en el reactor BP, pues en ambos casos se encontré mayor contenido
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de proteina en la parte baja del reactor, lo que indica mayor concentracion de
biomasa en esa seccidn de la columna. La explicacion es la misma que en el caso
anterior, el agua adicionada en flujo descendente tiende a escurrir acumulandose
en la parte baja de la columna, esto aunado a la biomasa que se arrastra con
dicho flujo y con el de la corriente contaminada hacen que al final se obtenga

mayor contenido de proteina en esa seccién de la columna empacada.

La velocidad especifica de biodegradacion de hidrocarburos en el biofiltro BPU fue
de 520 Mghidrocarburos g'lprotegna-h'l. Este valor es mas alto que el que se obtuvo para
el reactor BP que fue de 80 MQhigrocarburos g'lpmtema-h'l. A pesar de que con BP se
obtuvo mayor concentracion de biomasa, la CE maxima que se obtuvo con BPU

fue mayor, es por eso que de manera especifica este reactor fue mas eficiente.

6.4 Biofiltracion en el reactor empacado con Polipropileno reforzado con
fibra de agave (BPP)

6.4.1 Capacidad de eliminacién de hexano, tolueno y MEC en BPP

La CE de los compuestos estudiados en este caso fue muy variable y se
presentan en la Figura 6.4.1.

CE (g/m’-h)

Tiempo (dia)

Figura 6.4.1 Capacidad de eliminacion para hexano (e), tolueno (A) y MEC (m)
obtenidas en el reactor BPP.
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En el dia 23 se presenté una CE de hexano de 12 g m>h?, la cual aument6 a 15 g
m>h" (25 % remocién) en el dia 27, y fue el valor maximo que se obtuvo para este
compuesto. Mientras que en el dia 24 comenz6 la CE de tolueno y MEC con 5y
18 g m>h" respectivamente. Estos resultados fueron aumentando y disminuyendo
durante el tiempo de operacion. La CE maxima que se logro pare el tolueno fue de
48 g m>h (42 % remocién) en el dia 41. En el caso de MEC se presenté un valor
méaximo de CE de 24 g m>h™ (40 % remocién) en el dia 38. Estos valores
disminuyeron hasta quedar en 5.5 g m>h™ para tolueno, 5.1 g m>h* para MEC y
1.5 g m>h? para hexano en el dia 70. Lo anterior es un indicio de la inestabilidad
del proceso ocasionada por este material, para este tipo de biofiltro en un régimen

de operacion en continuo.

6.4.2 Capacidad de eliminacion total de la mezcla de contaminantes en BPP

En la Figura 6.4.2 se presenta la capacidad de eliminacion obtenida con este tipo

de material.

10

CE (g/m~3-h)

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70

Tiempo (dia)

Figura 6.4.2 Capacidad de eliminacion total en el reactor BPP.
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Como se puede apreciar de la Figura anterior, con este material el tiempo que
tardo el biofiltro en arrancar fue muy largo. Se observé que la eliminacién de COVs
comenz6 hasta el dia 23 con un valor de 12 g m>h™ (6.79 % remocién), y se
observé ademas, un valor maximo de 66 g m>h™ en el dia 41, este valor significa
el 36.6 % de remocion total. EI comportamiento observado en esta Figura es un
incremento inicial en la CE a partir del dia 23, el cual comenz6 a decaer en el dia
42. Dicho incremento pudo deberse a que el material de empaque (PP-Fibra) fue
inoculado por segunda vez en el dia 21, con lo que se pudieron haber fijado mayor
cantidad de microorganismos en este material. Esta concentracion de biomasa en
el soporte ayudo a la eliminaciéon de contaminantes que se presenté a partir del
dia 23. A pesar de eso, la actividad de los microorganismos fue decayendo con el
tiempo, y ello pudo deberse a la poca retencién de agua por parte del material
siendo poco propicio para el crecimiento microbiano, o bien a que probablemente
en el material existi6 algin compuesto que resultd toéxico para los
microorganismos, aunque esto ultimo estd por comprobarse, ya que sabemos que
las fibras de agave extruidas con el polipropileno presentan un alto contenido de
lignina las cuales probablemente hayan inhibido el consumo de hidrocarburos, o
bien, que los microorganismos hayan preferido el uso de este material como
fuente de carbono, pues poseen en sus capacidades metabdlicas enzimas
extracelulares que atacan de manera fuerte los residuos lignino-celuldsicos.
Existen diversos estudios que corroboran la presencia de estas enzimas en los
hongos, y que son capaces de degradar lignina (Steffen y col. 2007; Kennes y
Veiga 2004). Ademas, el inéculo utilizado incluye especies como Fusarium solani,
y Nectria haematococca (Seccion 6.6). Estas especies, poseen la capacidad de
degradar compuestos recalcitrantes como la lignina, y ligninocelulosa (compuestos
que se encuentran en la fibra de agave), por lo que es probable que hayan
preferido desdoblar esta moléculas complejas, y eventualmente consumir los

hidrocarburos.
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6.4.3 Microscopia electronica de barrido en BPP

Las micrografias del composito con base en polipropileno y fibras de agave

tomadas en el dia 70 de operacion del biofiltro se muestran en la Figura 6.4.3.

Figura 6.4.3 Micrografias del composito PP-Fibra; sin microorganismos a 300 pm
(A); y con microorganismos, a 50 um, 200 um y 500 um (B, C, D,
respectivamente).

En las micrografias mostradas se observa que no hay microorganismos en el
material control, al inicio de la operacién (micrografia A), y ademas se observa que
la fibra del soporte, aparentemente, se comenz6 a desintegrar (micrografia B).
Esta imagen corresponde a la parte de la entrada de la emision gaseosa, donde
no se observo el crecimiento de microorganismos. Esto pudo deberse a la poca
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capacidad de retencion de agua por parte del material, la cual es fundamental para
el desarrollo microbiano. En las micrografias C y D, las cuales fueron tomadas
con el detector de electrones retrodispersivos, se observa el crecimiento de una
biopelicula en donde, debido al tipo de detector utilizado, no se puede distinguir si
éste corresponde a crecimiento bacteriano o fungico. En este caso pudo ocurrir
que, como resultado de la desintegracion de la fibra, se hayan liberado algunas
particulas solidas, las cuales fueron arrastradas por las corrientes de aire y
durante la adicion del medio mineral hacia la parte baja de la columna empacada,

ayudando en la retencion de agua.

Por otro lado, el contenido de proteina en el rector BPP también fue determinado
en las mismas secciones para poder hacer una comparacién. El resultado se

muestra en la Tabla 6.6.

Tabla 6.6 Concentracion de biomasa final en el composito PP-Fibra en el dia 70

de operacion del reactor BPP a diferentes alturas.

Material de empaque ?Biomasa final
(MY proteina/Q material seco)
*PP-Fibra control 10.36 £ 0.25
PP-Fibra (3 cm) 3.16 £ 0.97
PP-Fibra (12 cm) 4.86 +£1.77
PP-Fibra (22 cm) 1.97 £ 1.27

*Composito sin microorganismos.
® promedio de los duplicados.

En este caso el contenido de proteina de la muestra control dio muy alto, ya que
durante la determinacién de proteina se produjo una coloracion muy intensa
debido a algun compuesto presente en la fibra del composito control. Por esta
razon, es imposible determinar mediante esta técnica la cantidad de proteina que
esta asociada con la concentracion de biomasa para dicho composito. Por otro
lado, la cantidad de proteina resulté mayor en el composito control que en las

muestras que fueron tomadas del reactor. Es posible que el compuesto
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responsable de la lectura de proteina en el composito, se haya ido reduciendo por
la actividad de los microorganismos, o por algin compuesto del medio mineral que
se estaba alimentando al reactor diariamente. Lo anterior es muy probable puesto
que los lixiviados de esta columna presentaron una fuerte coloracién café que se
pudo haber producido por ciertos compuestos propios de la fibra, estos mismos
compuestos pudieron haber reaccionado durante la determinacién analitica de
proteina con tartrato de cobre formando un complejo, que posteriormente reduce

al reactivo de Folin produciendo la coloracion azul (Galindo, 2008).

6.5 Comparacién del material de empaque en el desempefio del biofiltro.

Las caracteristicas del material de empaque son muy importantes para la fijacion
de microorganismos y lograr un buen desempefio del biofiltro (Gaudin y col., 2008;
Govind y col., 2005; Oh y Choi, 2000; Sakuma y col., 2006). En la Tabla 6.7 se
muestran las caracteristicas relevantes de los tres tipos de materiales utilizados.

Tabla 6.7 Caracteristicas del material de empaque de los biofiltros.

Material/pardmetro Perlita | PU-almidon | PP-Fibra
(M4)
*Capacidad de retencion 42.8 33.3 21.7
de agua (% peso)
pH 7.5+0.08 6.7+0.10 4.1+0.20
Tamafio de particula 4+0.16 5+0.15 7+0.17
promedio (mm)
Porosidad del lecho 56 68 62
empacado (€) (%)
Densidad del lecho 0.115 0.073 0.262
empacado (g/ml)
Forma de la particula Redonda Cubica Cubica

*El termograma correspondiente a la pérdida en peso de los materiales se pueden ver en el anexo
3.
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La densidad del lecho fue menor con el soporte PU-almidén seguido de la Perlita y
el soporte PP-Fibra. Estos valores en densidad fueron apropiados para todos los
materiales estudiados, ya que densidades muy bajas aseguran mejores
propiedades hidrodindmicas y se previene la compactacion de lecho (Gaudin y
col., 2008). Dichas densidades son comparables con las de algunos materiales
utilizados en otros sistemas de biofiltracion como turba (0.21 g/ml), vermiculita
(0.15 g/ml), Hydroball (0.27 g/ml) (Haeran Co., Korea) (Young-Sook y col., 2000).

La capacidad de retenciéon de agua de cada material se reporta también en la
Tabla anterior. Se observa que la Perlita fue el soporte que mayor agua pudo
retener (42.8 %) después de 48 horas que se mantuvo sumergida en agua, y es
comparable con la obtenida para algunos soportes utilizados por Gaudin y col.
(2008). ElI composito PU-almidon solamente retuvo el 33.3 %, casi lo mismo
obtenido por Hirai y col. (2001). ElI material que tuvo la menor capacidad de
retencion de agua fue el PP-Fibra (21.7 %), a pesar de no entrar en el intervalo
sugerido, fue mayor al obtenido para algunos compositos sintetizados por Park y
col., (2007).

La capacidad de retencién de agua del material PP-Fibra fue la menor, aunada a
tener un pH mas acido que los otros dos materiales, estos dos parametros son
cruciales para el desempefio del biofiltro (Elias y col., 2002). Es muy probable que
estas dos caracteristicas del material hayan sido la causa de que el desempefio
del biofiltro BPP (con polipropileno modificado) no haya sido bueno, pues comenzé
con un tiempo de arranque muy largo de 23 dias. Después de la segunda
inoculacion se favorecio la CE en este biofiltro; sin embargo, la eficiencia decayd
en el tiempo. Puede ser que el bajo pH (4.08) del composito PP-Fibra haya tenido
un efecto importante sobre el desempefio de este biofiltro, similar a lo observado
por Prado y col. (2004). El pH de PU-almidén y Perlita fueron los mas cercanos a
la neutralidad, pero, la solucion de nutrientes alimentada a sus respectivos

biofiltros fue de 5y 7. Esto indica que la combinacion de pH entre el composito y el
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medio mineral en el reactor BPU fue la mejor para el arranque y desempefio del

reactor, las cuales fueron 6.79 para el composito y 5 para el medio mineral.

En cuanto al tiempo de arranque de los otros biofiltros, el BPU arranco de
inmediato con una CE de 104 g m>h™ y con el BP en el dia 7 ya se tenia una CE
de 30 g m=h™. Este resultado en cuanto a los tiempos de arranque obtenidos con
Perlita y PU-almidén son comparables a los obtenidos en otros trabajos (Chwun y
col., 2003). Un ejemplo, es un estudio donde se llevo a cabo la biodegradacion de
tolueno utilizando espuma de poliuretano como soporte, se obtuvo una CE en el
dia 1 de 76 g m>h™ que decayé en el tiempo (a diferencia del presente trabajo, en
donde no se tuvo decaimiento en la CE con el poliuretano modificado sintetizado),
ademas, estos autores obtuvieron mejores resultados con un material poroso
(porcelita) modificado con una fuente de nutrientes (hueso de ganado) donde el
reactor arrancé de inmediato y se alcanzé una CE critica de 66 g m=h™ (Sakuma
y col., 2006).

En la Tabla 6.8 se presentan los resultados de CE maxima y CE critica obtenidas
con la mezcla de contaminantes estudiada, y el contenido de proteina determinado

en cada material.

Tabla 6.8 Comparacion de la CE maxima y CE critica de la mezcla de

contaminantes, y contenido de biomasa final.

Material CE critica CE méaxima *Biomasa final
(@ m>h) (@ m>n) (Mg proteina/g
material seco)
Perlita 200 220 225+1.62
PU-almidén (M4) 300 435 11.3+1.12
PP- Fibra NA NA -NA

*Corresponde al valor més alto a lo largo de la columna (promedio de los duplicados).

NA; no aplica debido a que con ese composito nunca se alcanzé un estado estable que permitiera
hacer variaciones de carga.

-NA; no aplica debido a que no se pudo determinar la concentracion de proteina correspondiente a

la cantidad de biomasa en el material.
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La CE critica obtenida con el material PU-almidén fue 1.5 veces mas alta que la
obtenida con el material Perlita, pero en cuanto a CE maéaxima, ésta fue casi el
doble con el soporte PU-almidén que con Perlita. Esto quiere decir que la biomasa
gue se encontraba en el reactor BP no estaba totalmente activa, ya que pudieron
existir limitaciones por difusion hacia el interior de la biopelicula, o puede ser, que
se desarrollaron otro tipo de microorganismos que no fueron capaces de soportar
cargas de contaminantes tan altas.

En otras palabras, especificamente el reactor BPU fue el mas eficiente porque la
cantidad de biomasa generada en el soporte PU-almidon fue la mitad de la que se
generd con el soporte Perlita, y a pesar de ser una concentracion de biomasa
menor fue capaz de eliminar més eficientemente cargas de contaminantes mas
altas. Las CE maximas y criticas obtenidas en este trabajo fueron mas altas que
las reportadas en otros estudios (Alvarez-Hornos y col., 2008; Lim 2005; Shim y
col., 2006).

El tamafio de la particula del material de empaque, asi como la forma, también
son parametros importantes, cuya influencia no se refleja mucho en la etapa de
arranque del biofiltro, sino que tiene un efecto significativo sobre la porosidad (€) y
compactacion del lecho durante la operacion, y de esta manera sobre la
transferencia de masa en el biofiltro. Estos parametros fueron medidos al final de

la operacion en las tres columnas empacadas y se presentan en la Tabla 6.9.

Tabla 6.9 Porosidad y compactacion final obtenida con los tres diferentes

materiales, y su relacién con el diametro de particula.

Material € final (%) Compactacic’)n *D particula/ D columna
del lecho (cm)
Perlita Secciéon 1 36 2 0.4+0.016/9
Seccion 2 26 3
PU-almidén (M4) 60 NA 0.5+0.015/2.6
PP- Fibra 59 NA 0.7+0.017/2.6

*D; diametro (promedio de los duplicados).

NA; no aplica, debido a que no se presentdé compactacion del lecho.
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Como se aprecia en la Tabla anterior, la porosidad € del lecho al final del
experimento fue menor con Perlita, y fue diferente en ambas secciones.
Considerando la € inicial, se puede decir que en promedio ésta se redujo un 45 %
aproximadamente con este material. En cuanto al composito PU-almidon, se
detect6 una reduccion de 11.7 % de la fraccion vacia o porosidad (€) del lecho, y

una pérdida de 4.8 % con el composito PP-Fibra. Estos datos concuerdan con la
concentracion de biomasa determinada en las muestras que fueron tomadas de
las columnas (Tabla 6.9) cuyo resultado indicé mayor concentracion con la Perlita,
seguido del PU-almidon y finalmente PP-Fibra. Lo anterior, sugiere que al
aumentar el contenido de biomasa se reduce la fraccién vacia o porosidad del
lecho. Ademas, se observé que cuando el tamafio de la particula fue mucho
menor que el didmetro de la columna, la compactacion del lecho fue mayor, es
decir, la Perlita fue el Unico soporte con el que se observd este fenbmeno. Es
importante remarcar que la longitud perdida por compactacién no es muy grande
considerando la altura efectiva del lecho en cada seccion (24 cm), por lo que sélo
se perdié el 8.3 % en la seccion 1, y el 12.5 % en la seccién 2, en 65 dias de
operacion. También, es importante recordar que el reactor BP sufrid taponamiento
de la columna debido a la gran cantidad de biomasa generada, por lo que se
puede decir que al tener una porosidad de 26 % en un biofiltro, como la que se
obtuvo con Perlita puede provocar severos problemas hidrodinamicos impidiendo
el flujo de la corriente contaminada, y por lo tanto mayor inversién econémica al
tratar de recuperar la eficiencia del biofiltro. En estos términos, el reactor BPU fue
mucho mas eficiente, ya que el contenido de biomasa determinado como proteina
fue la mitad de la que se obtuvo con el biofiltro BP, terminando con una porosidad
final de 60 % y sin sufrir compactacion del lecho. La porosidad final del biofiltro
BPP también fue muy buena (59 %); sin embargo, el desempefo en este reactor

no fue asi.

El contenido de proteina en las diferentes alturas de la columna (3, 12 y 22 cm de

profundidad) fue contrastado con las imagenes tomadas por microscopia
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electrénica a esas mismas profundidades, las cuales se pueden

Figura 6.5.1

observar en

Figura 6.5.1 Micrografias de los compositos a diferentes alturas del reactor.

Composito PP-Fibra, observado a 200 um, a 3 cm (A), 12 cm (B), y 22 cm (C);

Composito PU-almidén, observado a 3 cm (D, a 100 um), 12 cm (E, 200 um), y 22

cm (F, a 100 pm).
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En la Figura anterior se observa que a los 3 cm de la columna empacada (seccion
entrada) no hubo presencia de microorganismos en el composito PP-Fibra
(micrografia A) como ya se menciond antes. Sin embargo, a los 12 cm de
profundidad (micrografia B) se observa la biopelicula cubriendo gran parte de la
superficie del material. Cabe mencionar que fue en esta parte del reactor donde
se obtuvo mayor concentracion de proteina, que si bien corresponde en gran parte
a la fiora de agave del material, con esta imagen se corrobora que también
corresponde a la cantidad de biomasa que se encontraba fija sobre el composito.
Ademas, a los 22 cm disminuy6 tanto la cantidad de proteina como la biomasa
observada por microscopia electrénica (micrografia C). A diferencia del biofiltro
BPP, el material de empaque en el reactor BPU fue cubierto por microorganismos
en todas las secciones del reactor (micrografias D, E y F). EI comportamiento en
esta columna fue diferente, pues se observé una biopelicula mas densa a los 22
cm, esto también es consistente con los valores de proteina reportados en la
Tabla 6.5.

En cuanto al contenido de agua final en el lecho empacado, se ha observado que
éste se relaciona con el contenido de biomasa en el biofiltro (Alvarez-Hornos y
col.,, 2008). En este estudio sOlo se determind el contenido de agua mediante
analisis termogravimétrico, en tres diferentes secciones del biofiltro BPU y el BPP.
El resultado del andlisis se presenta en las Figuras 6.5.2 y 6.5.3 para las
secciones de la parte alta, media y baja de la columna empacada, cuyas alturas

son 3, 12 y 22 cm, respectivamente.

Es importante hacer notar que este contenido de agua corresponde al agua
retenida por la particula del material de empaque mas el contenido de agua en la

biopelicula que se encuentra rodeando cada particula.
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Figura 6.5.2 Termograma del material PU-almidon al final de la operacion del
reactor a diferentes alturas de la columna.

En la Figura 6.5.2 se observa que el contenido de agua final en el lecho empacado
se fue incrementando con la profundidad del lecho, en el biofiltro BPU. A los 3 cm
de la columna, seccion de entrada del flujo de aire contaminado, el contenido de
agua fue de 6.4 %. En la mitad de la columna, el contenido de agua en el material
fue de 45 %, este valor es mas alto que la capacidad de retencién de agua inicial
determinada para el composito PU-almidén que fue de 33.3 %. En la parte baja del
reactor, el contenido de agua fue de 78 %. EIl contenido de agua en las diferentes
secciones fue consistente con el contenido de proteina cuantificado en las mismas
secciones de acuerdo a la Tabla 6.5. Este mismo comportamiento fue observado
por Lim (2005), quienes obtuvieron mayor concentracion de biomasa en la

seccion baja del reactor.

El contenido de agua para el reactor BPP se presenta en la Figura 6.5.3. El

analisis se realiz6 en las mismas secciones de la columna.
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Figura 6.5.3 Termograma del material PP-Fibra al final de la operacién del reactor

a diferentes alturas de la columna.

Con el composito PP-fibra el contenido de agua a los 3 cm de la columna, seccion
de entrada del flujo de aire (parte alta del reactor), fue de 4.63 %. En la parte
media del reactor fue de 47.3 % y en la parte baja de la columna se obtuvo un
contenido de agua de 51 %. En este caso la humedad registrada en la parte
media y en la parte baja no cambié mucho. Por otro lado, el contenido de proteina
en las tres secciones no fue consistente con el porcentaje de humedad final
obtenido, aunque hay que recordar que tal determinacion de proteina en este
composito no corresponde solamente al contenido de biomasa, de acuerdo a la
Tabla 6.6. Otro dato importante, es que con este material, se detecté de manera
visual que practicamente la mitad de la columna estaba seca. En otras palabras,
se perdieron 10 cm en la altura de la columna debido a la poca retencién de agua

por parte del material. Ademas, se observé que cuando se adicionaba el medio
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mineral se notaba cierta humectacion en el material de empaque, la cual se perdia
al poco tiempo (1h aproximadamente). Lo anterior, indica que el material es capaz
de humectarse de manera inmediata, pero no es capaz de retener el agua con la
que establece cierta interaccion. Esto pudo ser la causa de las variaciones tan
altas que se presentaron en la capacidad de eliminacion obtenida con este
composito. Por otro lado, la composicion de este composito no fue homogénea, es
decir, se observaron ciertas zonas en el material correspondientes a polipropileno
gque no estaba cubierto con fibra de agave. Esto también contribuye a la

inestabilidad del biofiltro, debido a las diferencias de sorcion de una zona con otra.

Este comportamiento corrobora que las caracteristicas del material con que se
empaca un biofiltro son muy importantes para lograr que los microorganismos se
puedan establecer sobre la superficie del material. Ademas, hay que tomar en
cuenta que durante la fijacibn de microorganismos sobre un material intervienen
interacciones electrostaticas, hidrofébicas, enlaces covalentes y enlaces
covalentes parciales entre los microorganismos y los grupos hidroxilo de las
superficies (Malhautier y col. 2005). En el caso del material PU-almidon se tenia al
almidén como fuente de carbono y energia para los microorganismos, pero
ademas sirvié para establecer enlaces con los microorganismos durante la fijacién
sobre la superficie del material, y también para establecer interacciones con el
agua. De este modo, se favorecié el crecimiento microbiano de una forma
inmediata haciendo posible el rapido arranque del biofiltro BPU. Ademas, se
observé que este composito contribuyé en gran parte a la disponibilidad de los
contaminantes para los microorganismos, ya que de acuerdo a los experimentos
en lote, el material posee gran capacidad de sorcién, lo que no sucede con la
Perlita, pues se ha observado que su capacidad de sorcién de hidrocarburos es
nula (Arriaga y Revah, 2005). Con base en lo anterior, el sistema de biofiltracion
compuesto por el composito PU-almidon sirvio como un sistema de dos fases
donde ocurrid la sorcion de los contaminantes sobre el material, incluso del
compuesto hidrofébico (hexano), y la subsecuente biodegradacion por parte de los

microorganismos, que ayudo en gran medida al arranque y estabilidad del biofiltro.
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En cuanto al BPP, no fue posible el arranque inmediato y se presentaron fuertes
variaciones que no permitieron un estado estable en este reactor. Este fue el
resultado de las caracteristicas del composito PP-Fibra. La fibra vegetal de la que
se compone este composito posee una estructura cristalina, es decir, presenta un
arreglo que dificulta el acceso hacia ellas; ademas, posee también lignina que
también es un polimero natural cuya estructura la hace muy dificil de degradar
debido a que sus enlaces necesitan de una alta energia para poder romperse.
Debido al arreglo de estas estructuras cristalinas, es dificil que las moléculas de
agua puedan penetrar dichas fibras (Bovey 'y Wilson, 1979;

http://es.wikipedia.org/wiki/Lignina).

En cuanto a la Perlita, ésta posee en su estructura principalmente éxidos de
aluminio y de silicio que pueden interactuar con los microorganismos y con las
moléculas de agua, ademas de aquellos enlaces que se establecen entre el
material exopolimérico secretado por los microorganismos, los cuales en gran

medida ayudaron a la fijacion y formacién de la biopelicula sobre el material.

6.6 Aislamiento e Identificacién de especies degradadoras de hexano,
tolueno y MEC

De los experimentos de degradacion en lote se aislaron diferentes cepas fungicas
que fueron inicialmente vistas en un microscopio electronico. En la Figura 6.6.1 se
presentan las imagenes mas comunes que fueron observadas en todas las

muestras.
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Figura 6.6.1 Morfologia de los hongos vista en el microscopio electronico. A)
Macro y micro conidios de las especies fungicas; B) conidiéforos de los hongos.

En la Figura anterior se pueden ver los macro y micro conidios del aislado inicial. A
partir de las imagenes que se observaron en el microscopio, se podia decir que las
especies fungicas pertenecian al género Fusarium, ya que la forma de bastones
gue presentan los conidios es tipica de esas especies (Figura 6.6.1, A). Para
asegurar esto se tuvo que realizar todo el proceso de secuenciacidon-identificacion.
Este proceso se realiz6 a 7 muestras de hongos que presentaron crecimiento
diferente en las cajas Petri, dicho crecimiento diferia en color, velocidad de
propagacion y forma de los anillos, es por eso que se creia que se trataban de

especies diferentes.

Las clonas purificadas obtenidas al final de todo el proceso de clonacién se
muestran en la Figura 6.6.2, la cual corresponde al gel de agarosa al 1 % en

donde los plasmidos se separaron mediante electroforesis a 90 Kv.




Figura 6.6.2 ADN Plasmidico de las clonas aisladas. M, marcador de peso
molecular; carriles 1 -7, clonas diferentes que se mandaron secuenciar por
duplicado (*).

El resultado de la secuenciacién indicé que los 7 hongos correspondian a una sola
especie llamada Fusarium solani y a su teleomorfo Nectria haematococca, las
cuales difieren porque la primera se encuentra en su fase asexual y la segunda en

su fase sexual.

En la Tabla 6.9 se presentan las clonas con el resultado del analisis de Blast. Las

secuencias completas se pueden ver en el anexo 4.
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Tabla 6.10 Identificacion de las secuencias gendémicas.

Nombre de la Descripcion Cobertura | Identidad
clona (NUumero de
carril en el gel)

OB1-1 (1) Nectria haematococca mpVI 52 % 99 %
cepa HKU-543, gen 18 S
ribosomal ARN
0B2-2 (2% Nectria haematococca mpViI 52 % 99 %
cepa HKU-543, gen 18S
ribosomal ARN
0OB3-1 (3) Nectria haematococca mpVI 55 % 99 %
cepaHKU-543, gen 18S
ribosomal ARN
OB4-2 (4%) Nectria haematococca mpVi 54 % 99 %
cepa HKU-543, gen 18S
ribosomal ARN
BK1-1 (5) Fusarium solani aislado S- 55 % 97 %
0900, gen 18S ribosomal
ARN

BK2-1 (6) Fusarium solani aislado S- 51 % 97 %
0900, gen 18S ribosomal
ARN

BK3-2 (7%) Fusarium solani aislado S- 54 % 97 %
0900, gen 18S ribosomal
ARN

Fusarium solani y su teleomorfo Nectria haematococca son especies que poseen
la capacidad de resistir condiciones como resistencia a antibiéticos, estrés hidrico,
toxicidad quimica, fuentes recalcitrantes de carbono, y condiciones anaerobias.
Tomando lo anterior en consideracion, es probable que la concentracion de
nutrientes y agua en el sistema en lote no haya sido lo suficiente para mantener la
actividad de los microorganismos, propiciando entonces el crecimiento de
especies que son capaces de resistir estas condiciones adversas. Ademas el
agotamiento de oxigeno pudo contribuir a la formacién de estas especies como lo

son las que se presentan en la Tabla anterior.




Fusarium solani y su teleomorfo Nectria haematococca son especies que poseen
resistencia a antibidticos y capacidad de resistir condiciones como: estrés hidrico,
toxicidad quimica, fuentes recalcitrantes de carbono, y condiciones anaerobias.
Tomando lo anterior en consideracion, es probable que la concentracion de
nutrientes y agua en el sistema en lote no haya sido lo suficiente para mantener la
actividad de los microorganismos, propiciando entonces el crecimiento de
especies que son capaces de resistir estas condiciones adversas. Ademas, el
agotamiento de oxigeno pudo contribuir a la formacion de estas especies como lo
son las que se presentan en la Tabla anterior. En este sentido no se han
encontrado estudios que reporten la capacidad de Nectria haematococca para
degradar hidrocarburos, lo que resulta muy interesante pues abre la posibilidad de

nuevos experimentos con estas especies, los cuales serian muy novedosos.
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7. Conclusiones

La eficiencia de remocion y la capacidad de eliminacion de un biofiltro son funcion,
entre otros factores, de la disponibilidad de los contaminantes en la biopelicula, la
cual depende a su vez de la solubilidad en agua de dichos contaminantes; aunado

al tipo de material de empaque y sus caracteristicas fisicoquimicas.

En el presente estudio se observd que las propiedades fisicoquimicas de los
materiales de empaque (porosidad, pH, capacidad de retencion de agua,
densidad, contenido de nutrientes y fuentes de carbono) de los biofiltros operados

influyeron en el desempefio de éstos.

En la primera parte de este trabajo se observo que la tasa de biodegradacion de
los hidrocarburos estudiados fue funcién del contenido de almidon en el material
de poliuretano. El material con 40% de almidon fue el mas adecuado para llevar a
cabo la degradacion de la mezcla de hidrocarburos. Lo anterior, basicamente
porque la cantidad de almidon presente en el empaque con base en poliuretano
afecta la cantidad de biomasa generada y por tanto la velocidad de
biodegradacion de los contaminantes. Entre mayor sea el contenido de almidon,

mayor es la concentracion de biomasa y mayor es la velocidad de biodegradacion.

En los experimentos operados con alimentacion continua, el almidén presente en
el poliuretano modificado actué como una fuente de carbono facilmente asimilable
para los microorganismos inoculados en dicho material, ayudando a la generacion
de biomasa y, consecuentemente, en la disminucion del tiempo de arranque del
biofiltro, obteniéndose tiempos de arranque de 6 horas. Ademas, sirvi6 como un
depdsito de los hidrocarburos haciéndolos asi mas biodisponibles para el ataque
microbiano ya que estos fueron sorbidos en este material favorablemente. Esta
sorcion ayudo a su vez, a amortiguar las variaciones de carga que se presentaron

durante toda la operacién del reactor.
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Para las pruebas en biofiltros, el material de empaque con mejor desempefio fue
el de poliuretano modificado, seguido de la perlita, y finalmente el de polipropileno

con fibra de agave.

La biodegradacion de los compuestos, tanto en el proceso en lote como en
continuo e independientemente del tipo de empaque, mostré el siguiente orden de

biodegradacion de MEC, seguido por tolueno y finalmente hexano.

En el caso del material con poliuretano modificado con almidén se favorecio el
crecimiento de especies fungicas durante los experimentos en lote, siendo estas
identificadas como Fusarium solani y Nectria haematococca, las cuales raramente
coexisten a la vez. En todos los experimentos en continuo se evidencio la

presencia de especies flngicas principalmente.
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8. Perspectivas

Estudiar la biodegradacién de tolueno, hexano y MEC, en experimentos en lote, en
medio liquido, utilizando Fusarium solani y Nectria haematococca, en cultivo mixto
y como una sola especie. Lo anterior, con el fin de determinar si existe un
mecanismo de competencia, o por el contrario, una asociacion entre estas dos

especies, para que ocurra la degradacion de estos COVs.

Llevar a cabo la biofiltracién de hexano, tolueno y MEC, en un biofiltro empacado
con el composito PU-almiddn, bajo las mismas condiciones de operacion, pero,
con un tiempo de operacién mas largo (p. ej. 1 afio), para observar las condiciones
del material en el lecho empacado, en ese tiempo. Asi mismo, realizar mediciones
de la produccién de CO, diariamente, especialmente de la etapa inicial, para tratar

de determinar el tiempo en que el almidén es consumido por completo.

Utilizar el mismo sistema del biofiltro BPU (empacado con PU-almidén) para la
degradacion de un compuesto mas hidrofébico que el hexano, con el fin de
corroborar la eficacia del sistema, cuando es aplicado para la biodegradacion de

otros compuestos.
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Anexo |. Mapa del vector de clonacion pGEMT
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Anexo Il. Termograma de los compositos M1, M2, M3y M4,
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Anexo lll. Termograma de Polipropileno y Perlita.
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Anexo IV. Secuencias Gendémicas de Fusarium solani y Nectria
haematococca.

OB1-1 (Nectria haematococca).

AGGGCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATT
TCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATTCGAGGTCAACATTCA
GAAGTTGGGGGTTTTACGGCGTGGCCGCGCCGCTCTCCAGTTGCGAGGTGTTAGCTACTACG
CAATGGAAGCTGCGGCGGGACCGCCACTGTATTTGGGGGACGGCGTGTGCCCGCAGGGGGC
GCCTCGCCGATCCCCAACGCCAGGCCCGGGGGCCTGAGGGTTGTAATGACGCTCGAACGGG
CATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTTGATGATTCACTGAATTC
TGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAGCCAAGAGATCCG
TTGTTGAAAGTTTTAATTTATTTGCTTGTTTTACTCAGAAAAAACATAATAGAAACAGAGTTAGG
GGGTCCTCTGGCGGGGGCGGCCCGTTTTACGGGGCCGTCTGTTCCCGCCGAAGCAACGTTTT
AGGTATGTTCACAGGGTTGATGAGTTGTATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAAC
GGAGACCTTGTTACGACTTTTACTTCCAATCACTAGTGNATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGAC
CATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATA
GCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACA
CAACATACGAGCCGGAAGCATAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACA
TTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAA
TGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCT
CACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGNGG
GTAATNNCGNTNNTCCNNNGAATCNGGGGATAACGCNGNAAAGAAACATGTGG.

OB2-2 (Nectria haematococca).

GGGCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTT
CCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATTCGAGGTCAACATTCAG
AAGTTGGGGGTTTTACGGCGTGGCCGCGCCGCTCTCCAGTTGCGAGGTGTTAGCTACTACGC
AATGGAAGCTGCGGCGGGACCGCCACTGTATTTGGGGGACGGCGTGTGCCCGCAGGGGGCG
CCTCGCCGATCCCCAACGCCAGGCCCGGGGGCCTGAGGGTTGTAATGACGCTCGAACAGGC
ATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCT
GCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAGCCAAGAGATCCGT
TGTTGAAAGTTTTAATTTATTTGCTTGTTTTACTCAGAAAAAACATAATAGAAACAGAGTTAGGG
GGTCCTCTGGCGGGGGCGGCCCGTTTTACGGGGCCGTCTGTTCCCGCCGAAGCAACGTTTTA
GGTATGTTCACAGGGTTGATGAGTTGTATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAAC
GGAGACCTTGTTACGACTTTTACTTCCAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGAC
CATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATA
GCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACA
CAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCAC
ATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTA
ATGAATCGGCCAACGCGCGGGGANAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCNNTTCCTCGCT
CACTGACTCGCTGCGCTCGGTCNNNGGCTGCNGCGNGCGGTATCAGCTNNCTCNAAGNNNGT
AANNNNGTNATCCNNNGAANCNGG.
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OB3-1 (Nectria haematococca).

NNNNNNNNNNNNNTNGGGCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCC
GCGGGAATTCGATTTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATTC
GAGGTCAACATTCAGAAGTTGGGGGTTTTACGGCGTGGCCGCGCCGCTCTCCAGTTGCGAGG
TGTTAGCTACTACGCAATGGAAGCTGCGGCGGGACCGCCACTGTATTTGGGGGACGGCGTGT
GCCCGCAGGGGGCGCCTCGCCGATCCCCAACGCCAGGCCCGGGGGCCTGAGGGTTGTAATG
ACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGAT
ATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAG
CCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAATTTATTTGCTTGTTTTACTCAGAAAAAACATAATAGA
AACAGAGTTAGGGGGTCCTCTGGCGGGGGCGGCCCGTTTTACGGGGCCGTCTGTTCCCGCC
GAAGCAACGTTTTAGGTATGTTCACAGGGTTGATGAGTTGTATAACTCGGTAATGATCCCTCCG
CTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGACTTTTACTTCCAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGC
CTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAG
TGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGC
TCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAG
TGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGT
GCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCT
TCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGNTCGGTCGNTCGGCNNCGGCNAGCGGTATCAGC
TCANNNNAAGNNGGTAATNNNGTTNTCCNCNNAAATCNNGGNTAACNNCNGGAAANAANATGT
GNNNNAAAGGCCNNNNAAGGNCNNGAANCNNTAAAANNCNNCNNNGCNNNGNNTTTTNNNNN
AGNNNCNNNCCCCCCCNGNNNGNAGNNNTNNNNAAAANTNNNNNGNNNNANNANCN

OB4-2 ((Nectria haematococca).

NNNNNNNNNATNGGGCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGLCCGCG
GGAATTCGATTTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATTCGAG
GTCAACATTCAGAAGTTGGGGGTTTTACGGCGTGGCCGCGCCGCTCTCCAGTTGCGAGGTGT
TAGCTACTACGCAATGGAAGCTGCGGCGGGACCGCCACTGTATTTGGGGGACGGCGTGTGCC
CGCAGGGGGCGCCTCGCCGATCCCCAACGCCAGGCCCGGGGGCCTGAGGGTTGTAATGACG
CTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATT
CACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAGCC
AAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAATTTATTTGCTTGTTTTACTCAGAAAAAACATAATAGAAAC
AGAGTTAGGGGGTCCTCTGGCGGGGGCGGCCCGTTTTACGGGGCCGTCTGTTCCCGCCGAA
GCAACGTTTTAGGTATGTTCACAGGGTTGATGAGTTGTATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCTG
GTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGACTTTTACTTCCAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTG
CAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGT
CACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCA
CAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGA
GCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCC
AGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCC
GCTNCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCA
CTCAAAGGNNGNANTACGGTTNTCCNCAGAATCNGGGNNNACNCNGNAAANAANNNNNGNNC
AAAAAGGCN
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BK1-1 (Fusarium solani).

NNNNNNNNNTCNNATAGGGCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGC
CGCGGGAATTCGATTGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGG
ATCATTACCGAGTCTAAACAACTCATCAACCCTGTGAACATACCTAAAACGTTGCTTCGGCGGG
AATAGACGGCCCCGTAACACGGGCCGCCCCCGCCAGAGGACCCCTAACTCTGTTTCTATAAT
GTTTTTTCTGAGTAAACAAGCAAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCAT
CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAA
CCCTCAGGCCCCCGGGCCTGGCGTTGGGGATCGGCGAGGCGCCCCCCGTGGGCACALCGCC
GTCCCCCAAATACAGTGGCGGTCCCGCCGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGCTAACACCTCGCAA
CTGGAGAGCGGCGCGGCCATGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGAATCAGG
TAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGANNNNNCTAAAGTATTCACNNN
NNCTNNNNTGNCGANCNTATGGAAGANNTCCTANNGAGTCGGATGCACTCNNNGACTATGNN
ATCATGNCANCTAAANNNCTNNNCGNNNTCNTGACCGTACCTGTTNNCNGNGTGAAANTGNTA
TACGATCCCNANNNCNCACTACATANNGNCCGGAANGATAAAGTGTAAAGCCTGNGGTGNCTN
NNGAGNGAGCATCNCTGGTTATNGCNTTGCGNTNAATGCCNNNTNCNNGNCGGGAAANGTGN
CNTGCCNACTGCANTNANGNATCNGANCATCTNNACGGNGAGAGNGNCTGCNGTATTGNGGN
NTNNNCGCTNNTCGATCANNNNNCACTGCNCTGGNCNTNNGCTGCGGTGNGNGTNTCNGNTC
NNTCNNGGGGTANNCGGTTNNCNNANATCNGGGGATACCCCGGAANNNCNTNTGAGCAAAGN
CANNCAANGNNNNNNNCGTNNANNGCNCGGTNNNNGNNNNTTNCNTNGGNTNNNNCCCNCN
GGAANAGNGTNNNAANNNCCNNNNNNCNNNTNNNANGNGNNNNNAN

BK2-1 (Fusarium solani).

NNNNNNNNNNNNTAGGGCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCG
CGGGAATTCGATTTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATTCG
AGGTCAACATTCAGAAGTTGGGTGTTTTACGGCATGGCCGCGCCGCTCTCCAGTTGCGAGGT
GTTAGCTACTACGCAATGGAAGCTGCGGCGGGACCGCCACTGTATTTGGGGGACGGCGTGTG
CCCACGGGGGGCGCCTCGCCGATCCCCAACGCCAGGCCCGGGGGCCTGAGGGTTGTAATGA
CGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATG
ATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAG
CCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAATTTATTTGCTTGTTTACTCAGAAAAAACATTATAGAA
ACAGAGTTAGGGGTCCTCTGGCGGGGGCGGCCCGTATTACGGGGCCGTCTATTCCCGCCGA
AGCAACGTTTTAGGTATGTTCACAGGGTTGATGAGTTGTTTAGACTCGGTAATGATCCCTCCGC
TGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGACTTTTACTTCCAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCC
TGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGT
GTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCT
CACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGNCTAATGAGT
GAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTG
CCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTT
CCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGNNGCNNNNGGTATCAGNT
CACTCAANGNNGGTANNNNGGNTATCCNCANNATCNGGGATAANGCNGNANANNTNNNAGCA
ANNNCCNGCANNNNCNNGANCCGTAAAAGGCCNNNNNNNTGNGNTTTTCNNAAGGNNCNNNC
CCCCNNNNNNNANNNNNNNNNNCCNNNNNNNNNNNNNGNGNACCNNCNGNNCNNNAAANNN
NGGGGNNTCNNNNNNAGANNNCNNNCNGNGCGNNNCNNNNNNNTNNNN
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BK3-2 (Fusarium solani).

NNNNNNNNNNCTATNGGGCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCC
GCGGGAATTCGATTTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATTC
GAGGTCAACATTCAGAAGTTGGGTGTTTTACGGCATGGCCGCGCCGCTCTCCAGTTGCGAGG
TGTTAGCTACTACGCAATGGAAGCTGCGGCGGGACCGCCACTGTATTTGGGGGACGGCGTGT
GCCCACGGGGGGCGCCTCGCCGATCCCCAACGCCAGGCCCGGGGGCCTGAGGGTTGTAATG
ACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGAT
GATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGA
GCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAATTTATTTGCTTGTTTACTCAGAAAAAACATTATAGA
AACAGAGTTAGGGGTCCTCTGGCGGGGGCGGCCCGTGTTACGGGGCCGTCTATTCCCGCCG
AAGCAACGTTTTAGGTATGTTCACAGGGTTGATGAGTTGTTTAGACTCGGTAATGATCCCTCCG
CTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGACTTTTACTTCCAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGC
CTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAG
TGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGC
TCACAATTCCACACAACATACGAGCCNGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGNCTAATGAG
TGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGT
GCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCT
TCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGANNNGTATCAGC
TCACTCAANNNNGGTAATACGGTTNTCCACNNANCNGGGNNNANGCNNNNGANATGNNNNCN
AAAGGCCNNCAAAGGNNGNAACCGTAAAAGGCNCNNNNNNGGCGTTTTCCNNNGGNCNNNC
CCCCCNGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCNCNNNTNNNANNNNGGGGGNACNCNNCNNN
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