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Resumen
Se estudio la biodegradacion de los vapores de metil ter-butil éter (MTBE) por
cometabolismo con hexano utilizando una bacteria oxidante de hidrocarburos
alifaticos de cadena corta (Cs-C7) identificada como Pseudomonas aeruginosa.
Este es uno de los primeros trabajos que reporta mineralizacion cometabdlica de
MTBE con hexano por microorganismos de esta especie. Se realizaron tres
experimentos de biofiltracion, el primero de ellos (E1) en biofiltros de 0.5 L
probando dos soportes, turba y perlita. En este experimento se alcanzd una
capacidad de eliminacion maxima (CEwax) de hexano de 60 g m® h” y una
eficiencia de remocién (ER) de 80 %. Para el MTBE se obtuvo una CEwax de 35
g m> h™' y una ER de 80 %. Se observé una correlacién lineal entre la CE de
MTBE y la CE de hexano para los dos soportes empleados con un coeficiente
cometabolico (C.C.) promedio de 0.40 mg MTBE mg hexano”. El C.C. se
incrementd con el aumento de las tasas de degradacion evaluadas en
microcosmos. Experimentos cinéticos con muestra de los biofiltros confirmaron
la necesidad de tener un contenido de humedad y de distribucidn de nutrientes
apropiados para garantizar altas CE de contaminantes. Los siguientes dos
experimentos de biofiltracion (E2 y E3) se hicieron en un reactor de 2.5 L
empacado con perlita. En el experimento E2 se alcanzaron CEyix de hexano de
45 g m> h' (ER = 60 %) y CEwax de MTBE de 15 g m™ h™ (ER = 50 %). No
obstante, el pH del biofiltro disminuyé drasticamente hasta un pH de 3.5 + 0.5, lo
que afectd el desempefio de éste. Al variar la carga de entrada de hexano al
biofiltro (g hexano m™ h™) se encontré una CEmix de 60 g m> h™'. En el
experimento E3 se obtuvo una CEysx de hexano de 22 g m™ h™' y una CEyx de
MTBE de 6 g m™ h™. El crecimiento del microorganismo dentro de los biofiltros
fue lento, generandose 77 mg de biomasa g de perlita seca” en E2 y 63 mg de
biomasa g de perlita seca™ en E3. Micrografias electrénicas sugirieron que parte
del carbono consumido se acumulé como biopolimeros. La permeabilidad
relativa intrinseca disminuy6 1 orden de magnitud con respecto a la inicial desde
1.09x10™* cm? hasta 1.42x10° cm? En experimentos de microcosmos con

muestra del biofiltro E2, se obtuvo una tasa maxima de degradacion de MTBE




de 19.9 + 5.2 mg g proteina™ h™' y de hexano de 986.5 + 73.7 mg g proteina™ h™".
El MTBE fue degradado completamente aun cuando el hexano se agoté en 24 h.
Se obtuvo un C.C. de 1.06 + 0.16 mg MTBE mg hexano™'y no hubo acumulacion

de alcohol terbutilico (TBA). Este también se consumid por cometabolismo.

Abstract
Degradation of methyl tert-butyl ether (MTBE) vapors by cometabolism with

hexane using a short chain aliphatic hydrocarbons (Cs-C;) oxidizing bacteria
identified as Pseudomonas aeruginosa was studied. This is one of the first
reports describing cometabolic mineralization of MTBE by microorganisms of this
specie. Three biofiltration experiments were performed. The first one (E1) in
small biofilters (0.5L) with two supports, peat and perlite. A maximum elimination
capacity (ECwax) for hexane of 60 g m™ h™" and a removal efficiency (RE) of 80 %
were obtained. For MTBE ECyax of 35 g m™ h™ and RE of 80 % were attained. A
linear relation between ECyrge and ECiexane for the two supports tested was
observed, with an average cometabolic coefficient (CC) of 0.40 mg MTBE mg
hexane™. In microcosms experiments, the CC was raised with the increasing
degradation rates. Kinetic experiments, with samples taken from the biofilters,
confirmed the need to have an adequate water content and nutrients distribution
in order to guarantee high pollutants EC. The following biofiltration experiments
(E2 and E3) were performed in a 2.5 L reactor packed with perlite. In E2 an
hexane ECuax of 45 g m® h™ (RE = 60 %) and MTBE ECwax of 15 g m™ h™" (RE
= 50 %) were obtained. The biofilter pH sharply decreased up to a value between
3.5 £ 0.5. This pH affected the biofilter performance. The influence of inlet load (g
hexane m™ h™) on the EC in the biofilter was investigated. An hexane ECyax of
60 g m™ h™ was obtained. Finally, in the third biofiltration experiment (E3), an
hexane ECwuax of 22 g m™ h™ and a MTBE ECwax of 6 g m™® h™" were attained.
The bacterial growth in biofilters was slow with a final biomass content of 77 mg
biomass g dry perlite” in E2 and 63 mg biomass g dry perlite”’ in E3. SEM
observations showed biopolymers accumulation. The intrinsic relative

permeability decreased 10 times, from an initial value of 1.09x10* cm? up to




1.42x10™ cm*. A maximum degradation rate of 19.9 + 5.2 mg MTBE g protein™ h°
' and 986.5 + 73.7 mg hexane g protein” h™" were attained in microcosms
experiments. MTBE was fully degraded even when hexane was completely
depleted in 24 h. A CC of 1.06 + 0.16 mg MTBE mg hexane™' was obtained and
no tert-butyl alcohol (TBA) accumulation was observed. TBA was also consumed

by cometabolism with hexane.




Introduccién

Hasta los anos setenta, los problemas ambientales eran considerados como
ajenos a los intereses nacionales practicamente en todo el mundo. En México, la
contaminacién del aire se convirti6 en un problema publico a partir de las
contingencias ambientales ocurridas en el Valle de México a mediados de la
década de los ochenta. Un problema grave es la emisién de compuestos
organicos volatiles (COVs), tales como solventes, monémeros, combustibles,
hidrocarburos, compuestos oxigenados, gases de putrefaccion, etc., producidos
por fuentes fijas (industrias, plantas de tratamiento de aguas, gasolineras, entre
otros). El tratamiento de estos gases contaminantes puede realizarse a través de
métodos fisicoquimicos o métodos biologicos. Entre las tecnologias
fisicoquimicas se encuentran: la adsorcion, la absorcion, la condensacion, la
incineracion y los sistemas de membranas. No obstante, los procesos
biotecnolégicos han demostrado ser eficaces en el control y eliminacion de
muchos compuestos volatiles organicos e inorganicos a muy bajo costo. Estos
procesos sirven para tratar un amplio numero de contaminantes en
concentraciones bajas (menores a 5 mg L) y para un rango muy amplio de
flujos.

Dentro de los sistemas biolégicos mas utilizados se encuentran los biofiltros. La
purificacion bioldgica se realiza al poner en contacto los gases contaminados
con un medio biolégicamente activo. Los contaminantes son transformados en
compuestos mas simples o en nuevo material celular. Esta técnica se ha
aplicado exitosamente en paises desarrollados como Alemania, Holanda, Japén,
Estados Unidos y recientemente en México.

Dentro de los compuestos oxigenados ampliamente expedidos a la atmosfera se
encuentra el MTBE. Este es un compuesto organico volatil que se usa como
aditivo en las gasolinas para aumentar el octanaje, mejorar la combustién vy
reducir las emisiones de mondxido de carbono. La presion de vapor
relativamente alta del MTBE asi como su solubilidad en agua, le permiten
transferirse facilmente de la gasolina al aire y del aire al agua, o directamente de

la gasolina al agua. Asimismo, sus propiedades quimicas que repercuten en una




atenuacion y degradacién pobre, le han permitido llegar hasta los mantos
acuiferos. Hecho visto en muy pocas ocasiones con los hidrocarburos
aromaticos (BTEX), ya que sus caracteristicas no les permiten una migracion
extensa, tal como sucede con el MTBE.

Las emisiones de MTBE a la atmdsfera son provocadas principalmente por
derrames en los tanques de almacenamiento, fugas en los ductos de
combustible, evaporaciones en las estaciones de servicio y en las industrias,
entre otras. EIl MTBE es un compuesto potencialmente cancerigeno vy
sumamente toxico con umbrales de deteccion muy bajos y de dificil degradacion.
Se han encontrado microorganismos capaces de degradar el MTBE utilizandolo
como unica fuente de carbono o por cometabolismo con un sustrato de
crecimiento que induce la produccion de enzimas. Sin embargo, se han obtenido
bajas tasas de degradacién y rendimientos pobres, lo que ha dificultado su
aplicacion en campo.

En este trabajo se estudio la purificacion de una corriente gaseosa contaminada
con vapores de MTBE por cometabolismo con hexano en un biofiltro, empleando
una bacteria identificada como Pseudomonas aeruginosa. Se probaron dos
materiales de empaque y se evaluaron las ventajas y desventajas de cada uno,
para su utilizacion en el proceso. Ademas, se estudiaron las variables que
afectan el desempefo de estos sistemas como son la humedad, los nutrientes y
el pH. Adicionalmente se realizaron estudios en estado transitorio en el biofiltro
interrumpiendo la alimentacion de MTBE o de hexano. Y finalmente se evaluaron

las condiciones hidrodinamicas del sistema.
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1.1 Contaminacion atmosférica

En los ultimos anos las comunidades médicas y cientificas han constatado los
efectos crénicos de la contaminacion del aire. Los principales causantes de este
deterioro ambiental son los compuestos organicos volatiles (COVs), los
compuestos clorados que dafan la capa de ozono y recientemente los compuestos
oxigenados como el metil ter-butil éter (MTBE), que se consideran posibles
compuestos cancerigenos en humanos. Ademas de los malos olores, que se
convierten en un problema para las comunidades impactadas.

La necesidad de controlar la contaminacion del aire se ha convertido en una
preocupacion médica y ambiental que requiere de una urgente solucion. En
consecuencia, las regulaciones se han hecho cada vez mas rigurosas para
controlar las emisiones gaseosas bajo estandares mas estrictos. Esto requiere
tecnologias mas eficientes y por lo tanto mas costosas.

La contaminacion atmosférica se puede deber a causas naturales tales como
erupciones volcanicas, emisiones de pantanos, fugas naturales de reservas de
hidrocarburos, etc. y a causas inherentes a las actividades humanas. Entre las
fuentes antropogénicas se pueden distinguir dos clases: contaminacién por fuentes

moviles y contaminacion por fuentes fijas.

1.1.1. Contaminacién atmosférica por fuentes moéviles

Las fuentes moviles son las principales causantes del problema de
contaminacion atmosférica en ciudades como la Cd. de México y su impacto
principal se refleja en la emision de mondxido de carbono, éxidos de nitrégeno,
algunos hidrocarburos, y particulas suspendidas. Segun el inventario nacional de
la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) se
emitieron gases de efecto invernadero por fuentes maoviles (transporte) en 1998,
es decir, gases que se caracterizan por dejar pasar la radiacion solar a través de
la atmdsfera, pero que absorben la radiacion infrarroja que emite la superficie de
la Tierra produciendo un efecto neto de calentamiento por 3,864.7 mil toneladas
de CO, 560 mil toneladas de COVs y 616 mil toneladas de NOx, entre otros’. De

acuerdo con el inventario efectuado en la ZMVM (Zona Metropolitana del Valle
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de México) en el mismo afio, las fuentes moéviles contribuyeron con 2 millones de
toneladas de gases emitidas, lo que representé el 84 % de las emisiones totales
en México, y fueron responsables del 98 % de las emisiones de mondxido de
carbono, 80 % de los 6xidos de nitrégeno, 40 % de los hidrocarburos y 36 % de
las particulas (PMo). Como ejemplo del impacto de las emisiones se reporta la
composiciéon del aire de la ZMVM que refleja las emisiones tanto naturales como

antropogénicas, por diferentes fuentes?.

1.1.2. Contaminacién atmosférica por fuentes fijas

Entre las fuentes fijas se pueden mencionar dos tipos de emisiones, las
derivadas de la combustiéon y las debidas a actividades industriales y de
servicios. Los principales contaminantes asociados a la combustion son
particulas suspendidas, SO,, NOx, CO e hidrocarburos. En el caso de las
emisiones industriales se encuentran una gran variedad de contaminantes con
muy diverso impacto en la salud.

Los contaminantes del aire pueden clasificarse seguin Revah y Ortiz®, como:

A) Particulas. Material liquido o sélido de pequefio tamafo (menor a 500 um)
que es dispersado por el aire. Son formadas por abrasion, condensacién o
combustion incompleta. Las particulas pequefas (menores a 10 um y llamadas
PMyo) afectan seriamente las vias respiratorias.

B) Gases y vapores. Incluyen a los compuestos volatiles organicos (COVs) e
inorganicos (ClVs). Los COVs se han definido como compuestos constituidos
por carbono e hidrégeno con una presion de vapor mayor a 2 mm Hg (0.27 KPa)
a 25 °C, a excepcion del metano. Los ClVs incluyen los gases de combustiéon
(excluyendo el CO,) y otros como el H,S, CS,, NOx, amoniaco, entre otros.
Existe un gran numero de contaminantes provenientes de fuentes fijas como
plantas de produccion de asfalto, talleres graficos y de pinturas, lavanderias,
rellenos sanitarios, rastros, entre otros.

Segun Vega y col.* las actividades de mayor impacto en la generacién de COVs
en la Ciudad de México son, ademas de los automotores, las emisiones de gas

LP, las fabricas de asfalto y los talleres de pintura. Entre los compuestos mas
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abundantes reportados en este estudio se encuentran, propano, n-butano,
tolueno, i-butano, i-pentano, acetileno, etileno, xileno, 2-metil pentano, n-hexano,
MTBE y benceno en concentraciones entre 50 y 400 ppb C. Sin embargo, en
México aun no existe legislacion para el control de emisiones de COVs por
fuentes fijas, a excepcion de las normas ECOL-075, 092, 121 y 123 (INE, 2000).
En el resumen del inventario nacional de emisiones de gases de efecto
invernadero asociadas a la combustion y fuga de combustibles de 1998", se
reportaron emisiones provenientes de procesos industriales como la industria
quimica, produccién de metales, productos minerales, entre otros, del orden de
92 mil toneladas de CO y 344 mil toneladas de COVs y de la industria energética
de 12 mil toneladas de CO y 4 mil toneladas de COVs. Dichos valores son
inferiores a los comparados con las emisiones provenientes de las fuentes

moviles, pero no por ello despreciables.

1.1.3. Contaminacién atmosférica por COVs

Los COVs representan una fuente importante de contaminacion atmosférica,
sobre todo en ciudades industrializadas como la Cd. de México. En 1998, el
sector transporte fue responsable de la mayor parte de las emisiones de
hidrocarburos a la atmésfera con 43 % (SEMARNAT). No obstante, el sector
servicios produjo fundamentalmente hidrocarburos, siendo sus fuentes
principales el consumo de solventes y las fugas que ocurren tanto en estaciones
de servicio de combustibles como durante la distribucidon y almacenamiento del
gas LP de uso doméstico. Las emisiones de hidrocarburos son importantes ya
que, ademas de representar el 19 % del total, intervienen directamente en la
formacién de ozono, contaminante que es el principal problema en la ZMVM®.
Debido a la gran variedad de COVs, no se conocen completamente sus efectos,
sin embargo, para algunos de ellos, como el benceno, se ha reconocido su alta
toxicidad y potencial cancerigeno. De los efectos a la salud producidos por los
COVs, los hematoldgicos son los mas importantes, dado que los componentes
celulares de la sangre son muy susceptibles a estas sustancias produciendo

pancitopenia, anemia aplasica y leucemia’. En la Tabla 1.1.3. se presenta el
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numero de emergencias ambientales, ocurridas entre 1993 y 1999, durante el
transporte de benceno, tolueno y xilenos, afectando directamente los suelos
(PROFEPA, 2002)°.

Tabla 1.1.3. Relacién del numero total de emergencias ambientales reportadas a
la PROFEPA entre 1993 y 1999, el numero de sitios afectados y de acciones de

remediacion realizadas.

Compuesto Emergencias Derrames en suelos Accidén de remediacién
Benceno 4 4 Ninguna
Tolueno 15 8 (7 durante el transporte, Ninguna

1 deposito clandestino)
Xilenos 10 5 (4 durante el transporte, Tres sitios (1997-1999)

1 depédsito clandestino)

En un estudio reciente hecho por Bravo y col.”, se cuantificaron las
concentraciones de benceno y tolueno que se alcanzaron en el Suroeste de la
Zona Metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM). Estas llegaron hasta 26
ppb + 5.64 y 85 ppb + 18.93 para benceno y tolueno, respectivamente. Aunque
se advierte una variacién entre las concentraciones de estos compuestos tanto
en Universidades como condominios y estaciones de servicio, siendo éstas
ultimas las areas mas contaminadas.

Sin embargo, no so6lo los BTX (benceno, tolueno y xilenos) son contaminantes
importantes en México, también lo es el metil ter-butil éter (MTBE). Existen
reportes de contaminacién por este COV en sitios contaminados con gasolina
oxigenada®. No obstante, no hay regulaciones y sanciones en contra de los
organismos involucrados en la produccion y distribucién de gasolina. Zambrano
y col.® evaluaron la toxicidad de las emisiones vehiculares de la gasolina
mexicana. Estos autores encontraron que la toxicidad de los extractos gaseosos
fue de 24 a 27 y de 17 a 19 veces mayor que la de las particulas para las
gasolinas Magna y Premium, respectivamente. La diferencia entre ambas

gasolinas esta relacionada con la calidad y las propiedades de la combustion.
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1.2. Metil ter-butil éter
El MTBE se obtiene de la reaccion quimica entre el metanol (MeOH) y el
isobutileno (IB):

(CH,),C =CH, +CH,0H < (CH,),COCH,
La reaccion es reversible, moderadamente exotérmica y usualmente catalizada
por resinas sulfénicas de intercambio i6nico. La temperatura de reaccion oscila
entre 60 y 80 °C y la presion entre 1.5y 2 MPa'®.
El MTBE se produce en muy grandes cantidades (mas de 200,000 barriles en
Estados Unidos por dia en 1999), segun datos de la Agencia para la Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos'". EI mayor productor de MTBE en el mundo se
encuentra en California, Estados Unidos y es la compafia Lyondell Chemical
Company'. Sin embargo, no sélo la produccion de MTBE en el pais es
importante, sino también la importaciéon de éste, ya que en 1998, Estados
Unidos produjo 3.1 mil millones de galones de MTBE e importd
aproximadamente 1.2 mil millones de galones, representando un 28 % del
consumo total de MTBE en ese afio’>"*,
México también utiliza el MTBE como aditivo en sus gasolinas y ha construido
plantas para la produccion de compuestos oxigenados como el MTBE vy el ter-
amil metil éter (TAME) en refinerias de Tula, Salamanca, Cadereyta y Salina
Cruz, a su vez, también realiza importaciones de estos compuestos'®. Tan sélo
en la ZMVM, la demanda de gasolina es de 18 millones de litros diarios para
suministrar combustible a mas de 2.7 millones de vehiculos'®. Esto corresponde
a un consumo de MTBE de alrededor de 1.62 millones de litros diariamente.
El MTBE es un compuesto organico volatil que se usa como aditivo en las
gasolinas, niveles entre 11 % y 15 % en volumen'’, para aumentar el octanaje,
mejorar la combustion y reducir las emisiones de mondxido de carbono en
aproximadamente un 10 %. EI MTBE es uno de un grupo de compuestos
quimicos conocidos como compuestos oxigenados porque incrementan el
contenido de oxigeno en las gasolinas. EI MTBE también contribuye a reducir las
emisiones de compuestos organicos reactivos, y la proporcion de contaminantes

aromaticos, olefina y benceno en la fabricacién de la gasolina®. Es el compuesto
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oxigenado mas comunmente utilizado dado su bajo costo, facilidad de
produccion y caracteristicas favorables de mezclado con otros compuestos, asi
como de transferencia entre fases. EI MTBE tiene un olor y sabor fuerte, aun a
bajas concentraciones. El limite permisible de éste en el aire, segun
especificaciones de la EPA, es de 20 a 40 partes por billdn'®.

En las Enmiendas de la Ley de Aire Limpio de 1990 de los Estados Unidos
(Clean Air Act Amendments, CAAA), el Congreso especific6 que la gasolina
reformulada (RFG, por sus siglas en inglés) deberia contener un 2 % de oxigeno
en peso. Esto se alcanzaria utilizando aditivos como el MTBE o el etanol; pero la
decision final seria de las companias petroleras. Es asi como la EPA establecio
el programa de gasolinas reformuladas con el objetivo de reducir las emisiones
de contaminantes toxicos y/o precursores del smog. De forma que, desde 1995,
la CAAA especifica el uso de gasolinas reformuladas en ciudades con niveles de
0zono (smog) mas elevados.

A principios de la década de los 90’s, los compuestos oxigenados se agregaban
en mas del 30 % de las gasolinas de los Estados Unidos, de las cuales,
aproximadamente un 87 % contenia MTBE (Programa de Gasolinas
Reformuladas a un Afio, USEPA)"": y al final de la década se adicionaron hasta
en un 70 % segun estimaciones de la Asociacion de Combustibles

Oxigenados'®.

O Benceno
2%

0 Olefinas
9%

@ Aromaticos
27%

m MTBE
9%

@ Saturados
53%

Figura 1. Composicion de la gasolina mexicana reformulada Magna Sin

(Celestinos, 1995).
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En el caso de México, las gasolinas también han sufrido cambios en su
composicién, Figura 1. En el invierno de 1993, se sustituy6 el tetraetilo de plomo
por el MTBE y es equivalente a la gasolina regular sin plomo con un indice de
octano de 87%°. En la actualidad, México adiciona MTBE a todas sus gasolinas y
no se tienen planes para eliminar el uso de este compuesto.

A temperatura ambiente, el MTBE es un liquido incoloro, volatil, flamable y de
muy facil disolucion en agua. Dentro de las propiedades fisicas (Tabla 1.2.1.)
que lo convierten en un compuesto de gran movilidad se encuentran su presion
de vapor, solubilidad y relacion de equilibrio liquido-vapor (coeficiente de
particion). Dichas propiedades se ven ampliamente afectadas por variaciones en
la temperatura tal como lo demuestran Fischer y col.?!. Ademas, el MTBE es
considerado como un compuesto toxico, carcinogeno en animales a altas
concentraciones y de poca biodegradabilidad. El limite de deteccion de este

compuesto para el olfato es de 45 a 95 ppb y para el gusto es de cerca de 135

ppb22.

Tabla 1.2.1. Propiedades fisicas y quimicas del MTBE.

Propiedad

Formula Molecular CsH1,0
Peso Molecular (g mol™)? 88.15
Densidad a 25 °C (g cm™)? 0.741
Temperatura de ebullicién a 760 mmHg (°C)? 55.05
Presion de vapor a 25 °C (mmHg) 185.949° / 245°
Solubilidad en agua a 25 °C (g L™") 39.723" / 48°
Constante de la ley de Henry a 25 °C (Pa m® mol™")® 55
Coeficiente de particion a 25 °C (H/RT) 0.022

FUENTE: 2 NIST Database, b Rafson, H. J. Odor and VOC Control Handbook, Mc Graw Hil, E.U.A.,
1998. ° Eweis, J.B.; Chang, K.P.; Schroeder, E.D.; Scow, K.M., “Meeting the Challenge of MTBE

Biodegradation”, Proc. of the 90™ Annual Meeting and Exhibition of the A&WMA, Pittsburgh, PA,
Paper 97-RA133.06, 12pp, 1997.
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Las primeras afectaciones a la salud relacionadas con el MTBE en el aire fueron
reportadas en Fairbanks, Alaska en noviembre de 1992; en donde, cerca de 200
pobladores sufrieron problemas de dolor de cabeza, mareos, diarrea, fiebre,
vomito, irritacion de ojos y piel, quemaduras en nariz y garganta, desorientacion
y nauseas. De igual manera, se registraron el mismo tipo de problemas en
Anchorage, Alaska; Missoula, Montana; Milwaukee, Wisconsin; y Nueva
Jersey'®.

Se conoce que el MTBE causa depresiones en el sistema nervioso central,
dificultades respiratorias, inflamacién cronica de la mucosa nasal, irritacién en

los ojos y erupciones en la piel*®

. A su vez, la Oficina para Politica en Ciencia y
Tecnologia de los Estados Unidos (United States Office of Science and
Technology Policy), ha concluido que “estudios experimentales indican que el
MTBE produce cancer en animales y que el alcohol terbutilico y el formaldehido,
los principales componentes de la transformacion bioldgica del MTBE también
son cancerigenos en animales”.

Datos de exposicion al MTBE indican que no es altamente toxico a corto plazo,
sin embargo, no existe conocimiento suficiente acerca de la toxicidad a largo
plazo incluyendo su potencial cancerigeno y la afectacion al sistema
reproductivo en humanos?*.

Por otra parte, estudios hechos por los Centros para el Control y Prevencion de
Enfermedades en Fairbanks, Alaska; Albany, Nueva York; y Stamford,
Connecticut demuestran que la concentracion del MTBE en la sangre esta
relacionada con la concentracién de éste en el aire. De manera que la gente
mas expuesta son los trabajadores de las estaciones de servicio y los
mecanicos, los cuales, tienen las mayores concentraciones de MTBE en la
sangre en un rango de menos de 0.05 ng L hasta 37 ug L. Ademas, en
Alaska, se encontraron concentraciones detectables de MTBE en la sangre de la
gente examinada después de dos meses de la suspensién del uso del mismo.

Esto indica que se trata de un compuesto persistente de dificil desasimilacion’®.
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1.2.1. Fuentes de emisidn y lugares de exposicion

No todas las fuentes de emision del MTBE al medio ambiente estan bien
documentadas. Sin embargo, las emisiones del MTBE en la industria en 1992 en
los Estados Unidos correspondiéo sélo al 0.03 % del MTBE producido. De
acuerdo al Inventario de Emisiones Toéxicas de la EPA en 1992, cerca del 94 %
del MTBE emitido por las industrias se encontr6 en el aire, 3.5 % fue descargado
a aguas superficiales y el 2.5 % fue encontrado en pozos de agua. Las
emisiones del MTBE adicionales a las industriales no han sido cuantificadas. Sin
embargo, se sabe que las cantidades de MTBE emitidas durante el llenado de
los tanques en las gasolineras y de las fuentes méviles como los vehiculos son
considerables y constituyen una fuente importante de contaminacién por MTBE
en el ambiente. Asimismo, el goteo y los derrames de gasolina de los tanques de
almacenamiento y tuberias y la disposicion inapropiada de ésta, son también
fuentes de contaminacion significativas. Para mostrar la gravedad del problema,
se tomaron los resultados de un modelo computacional utilizado por la
Asociacion Ambiental de Canada4, los cuales, revelaron que el 56 % del MTBE
en el ambiente se encuentra en el aire, 43 % en las aguas superficiales y solo
cerca del 0.5 % en los suelos o sedimentos de rios'®. En California, los derrames
de MTBE han alcanzado los pozos de agua potable y han sido un problema
ambiental desde por lo menos 1995. En los ultimos afos, han sido afectados
cerca de 20 sistemas de agua debido a derrames de MTBE?.

La presidn de vapor relativamente alta del MTBE asi como su solubilidad en
agua, le permite transferirse facilmente de la gasolina al aire y del aire al agua, o
directamente de la gasolina al agua dependiendo del equilibrio. Se han hecho
hipdtesis acerca de la participacion del MTBE en el ciclo hidrologico, en donde el
MTBE emitido por industrias y vehiculos se dispersa en el aire, éste se mezcla
con la lluvia, la cual, lo acarrea a las aguas subterraneas o a las corrientes de
los rios. EI MTBE detectado en muestras de nieve colectadas en Denver,
Colorado por cientificos de la Sociedad Estadounidense de Estudios Geologicos

apoyan esta hipotesis, Figura 2.
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Las propiedades quimicas del MTBE como su reactividad baja resultan en una
atenuacion y degradacion pobre que le permiten llegar hasta los pozos de agua

municipal. Este hecho, sefiala Dernbach®

, se observa pocas veces con los
hidrocarburos aromaticos, a pesar de encontrarlos flotando en la tabla de agua,
ya que sus caracteristicas no les permiten una migracion extensa, tal como
sucede con el MTBE. Estos hidrocarburos aromaticos (benceno, tolueno,

etilbenceno y xilenos) son menos solubles que el MTBE.
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‘Aguas subterraneas

Figura 2. Diagrama del ciclo del MTBE.

El proyecto de la EPA de calidad del agua®® establece el limite permisible de
concentracion del MTBE en agua entre 20 y 40 nug L™, sin embargo, depende de
la legislacion estatal. Este limite se refiere a la concentracidn maxima de MTBE
en el agua potable que se espera no cause ningun efecto adverso a la salud
durante una vida de exposiciéon con cierto margen de seguridad. A pesar de
todos los esfuerzos hechos, un estudio reciente hecho por la Sociedad
Estadounidense de Estudios Geologicos mostré que el MTBE es el segundo
contaminante mas comunmente encontrado en los acuiferos urbanos poco
profundos después del cloroformo (Programa Nacional de Valoracién de la
Calidad del Agua, U. S. Geological Survey)'.

|.27

En Meéxico, lturbe y co evaluaron los niveles de contaminacion en una

estacién de almacenamiento y distribucién de gasolina que se encuentra fuera
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de servicio en Michoacan. Encontraron contaminacién por hidrocarburos totales
del petréleo, BTEX, MTBE, Pb, Fe, Cr y Zn. Esto principalmente en zonas
cercanas a los tanques de almacenamiento, vias férreas y casa de bombeo. A
pesar de que la estacion no funciona desde 1999, la concentracién de MTBE en
suelos excedia el limite de concentracion establecido por la valoracion de riesgo
a la salud y deberia reducirse de 0.88 mg kg a 0.21 mg kg™”'. No obstante, el

MTBE no fue cuantificado en agua.

1.3. Métodos para el control de la contaminacién atmosférica

Existen dos formas de controlar las emisiones gaseosas al medio ambiente, las
que se denominan acciones preventivas y las acciones correctivas. Dentro de
los procedimientos preventivos, que permiten controlar a las fuentes de emision,
se encuentran la sustitucién, la reduccion y el reciclaje de materias primas.
Asimismo, los procedimientos correctivos o control secundario comprenden el
tratamiento de los gases contaminados después de su produccion?®. Este puede

ser a través de métodos fisicoquimicos o métodos biologicos.

1.3.1. Métodos fisicoquimicos

Dentro de las diversas formas de tratar uno o varios compuestos indeseables de
una corriente gaseosa existen la condensacion, incineracion, adsorcion,
absorcion, sistema de membranas, entre otros.

1.3.1.1. Incineracion

La incineracibn es un método ampliamente utilizado y efectivo para el
tratamiento de gases, ésta puede ser térmica o catalitica. La incineracion térmica
implica la combustidn de los contaminantes a temperaturas entre 700 y 1400 °C.
Por otro lado, la incineracion catalitica permite trabajar a temperaturas entre 300
y 700 °C utilizando catalizadores como platino, paladio y rubidio. La incineracion
es la técnica mas ampliamente utilizada de control secundario, pero tiene costos
altos ya que se necesitan grandes cantidades de combustible para mantener la

combustion. Ademas, es posible la produccién de 6xidos de nitrégeno (NOx) y
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algunas dioxinas. En general esta tecnologia es conveniente para corrientes
gaseosas concentradas con flujos moderados a bajos?2%%.

1.3.1.2. Adsorcion

La adsorcion es un tratamiento generalmente utilizado para el control de COVs
con presiones de vapor bajas y pesos moleculares altos. El proceso se lleva a
cabo en un lecho fijo o fluidizado con materiales de empaque como carbén
activado o zeolitas y generalmente es mas eficiente para el tratamiento de
vapores con bajas concentraciones de contaminante. Una vez que el lecho ha
alcanzado su capacidad de adsorcion, el material debe ser removido y tratado
como material peligroso, lo cual conlleva a mayores costos operativos del
sistema, o0 regenerado con una recuperacion del o los contaminantes por
desorcion con aire caliente o vapor?®293°,

1.3.1.3. Condensacién

Los contaminantes gaseosos concentrados con un punto de ebullicion alto
pueden ser parcialmente recuperados usando un proceso de enfriamiento y
compresion simultanea. Esta técnica s6lo es econdmicamente viable para
vapores concentrados que poseen un valor agregado alto, el cual justifique su
reciclaje o recuperacion. Si la corriente gaseosa es una mezcla de
contaminantes, el reaprovechamiento sera practicamente imposible y se
necesitaran otro tipo de métodos como la incineracion del liquido
condensado?®%%3,

1.3.1.4. Absorcion

Este proceso utiliza una solucién de lavado para remover los contaminantes de
la corriente gaseosa. Estos se transfieren hacia la fase liquida usando equipos
como columnas empacadas o de burbujeo que garanticen un tiempo de contacto
suficiente entre las fases. La solucion mas frecuentemente empleada es el agua,
a la cual se le puede ajustar el pH dependiendo de la acidez o basicidad de los
gases. En el caso de compuestos hidrofobicos, se pueden usar solventes
organicos como el aceite de silicona. Una vez que ha ocurrido la transferencia

de fases, el liquido contaminado debera tratarse con otro método?®2°°,
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1.3.1.5. Sistemas de membranas

En un sistema de separacion de membranas, primero se lleva a cabo la
compresion y condensacion de la corriente emitida y posteriormente se da una
separacion con membranas. La compresion del gas se hace en un rango de 310
a 1400 KPa, por lo que se mantiene una presién de vapor mas alta del lado de la
alimentacion del aire contaminado. Este gradiente de presion rige el proceso de
separacion. La mezcla comprimida se hace pasar por un condensador donde se
recuperan parte de los vapores organicos. La corriente restante se pasa a través
de la superficie de una membrana hidrofébica microporosa cuyos poros se
encuentran llenos de agua. La membrana proporciona altas permeabilidades de
los contaminantes gaseosos e impide el transporte del volumen total de la
corriente. El proceso requiere de un posterior tratamiento del liquido

contaminado para disposicion o reciclaje de los COVs?°,

1.3.2. Métodos bioldgicos

La mayoria de los métodos biologicos hacen uso de las reacciones catabdlicas
microbianas para degradar los compuestos toxicos presentes en el aire. Su
principal aplicacion es en el tratamiento de flujos grandes con una concentracion
baja de contaminantes tales como los malos olores. En condiciones 6ptimas
dichos contaminantes se pueden biodegradar completamente hasta didxido de
carbono, sulfatos, nitratos, vapor de agua y biomasa (mayor concentracion de
microorganismos). En general, los microorganismos utilizados se encuentran en
la naturaleza y en mayor proporcion en los sitios donde existe contaminacion
ambiental como suelos contaminados con derrames de petroleo, entre otros. Los
compuestos de interés particular deben ser biodegradables y no toxicos para los
microorganismos de forma que se logre una mayor remocion para compuestos
de bajo peso molecular y compuestos organicos altamente solubles con
estructuras de enlace simple.

Para el tratamiento de gases existen diversos tipos de reactores biologicos, que
se citan en la Tabla 1.3.2 y entre los que se encuentran los biofiltros, filtros de

escurrimiento y biolavadores. Las diferencias que existen entre uno y otro son
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principalmente la fase de los microorganismos, los cuales, pueden estar

suspendidos o fijos; y el estado del liquido, que puede estar fluyendo o estacionario.

Tabla 1.3.2. Clasificacion de biorreactores para tratamiento de aire contaminado.

Tipo de reactor Microorganismos Fase liquida
Biofiltro Fijos Estacionaria
Biofiltro de lecho escurrido Fijos En movimiento
Biolavador Suspendidos En movimiento

FUENTE: Devinny, J.S.; Deshusses, M.A.; Webster, T.S. Biofiltration for Air Pollution Control.
CRC Lewis Publishers, E.U.A., 1999.

1.3.2.1. Biofiltros

La biofiltraciéon es un proceso en donde el aire contaminado se hace pasar a
través de un lecho de particulas humedas empacadas en un reactor y los
contaminantes presentes en la fase gaseosa se sorben en el medio filtrante y en
la biopelicula, Figura 3. Los contaminantes son transformados en CO, y H,O
principalmente. Los microorganismos crecen en la superficie o en los
macroporos del soporte o estan suspendidos en la fase acuosa que rodea a

dichas particulas formando la biopelicula®®.
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Figura 3. Esquema representativo de un biofiltro.

24



El material de empaque puede ser de origen organico como composta, bagazo
de cafia o turba, o inorganico como agrolita o vermiculita. Dichos soportes
deben asegurar grandes superficies de contacto y poseer ciertas caracteristicas
como gran porosidad, grado de compactacion minimo y alta capacidad de
retencion de agua.

La corriente gaseosa contaminada se humidifica antes de entrar al biofiltro. La
pelicula de liquido se encuentra estacionaria rodeando al soporte, lo que dificulta el
control del microambiente ya que puede haber acumulacion de subproductos de
desecho. Por ello se requiere agregar agua, nutrientes o soluciones neutralizantes
periddicamente®' 2,

Dentro de los parametros operacionales criticos que afectan el desempefio de
estos sistemas se encuentran principalmente el tipo de inéculo microbiano, el pH
del medio, la temperatura, la humedad y el contenido de nutrientes™.

1.3.2.1. Biolavadores

En los biolavadores los contaminantes gaseosos se absorben en una fase
liquida en movimiento para su posterior biodegradacién por consorcios de

microorganismos suspendidos en un recipiente adicional®®?®, Figura 4.
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contaminado

Figura 4. Esquema representativo de un biolavador.
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La absorcion se hace en una columna empacada, en una torre de rocio o en una
columna de burbujeo. Posteriormente el agua es transferida a un reactor
biolégico donde se tienen condiciones ambientales éptimas para la degradacion.
En caso de que las concentraciones de los contaminantes sean elevadas, se
puede agregar aire limpio para completar la oxidacion. Una vez reducida la
concentracion del contaminante en el liquido éste es reenviado al absorbedor.

La ventaja de esta técnica sobre la biofiltraciéon radica en el continuo movimiento
de la fase liquida que permite remover posibles subproductos toxicos para los
microorganismos, asi como favorecer la difusion de compuestos hidrofilicos en
la biopelicula y el suministro de nutrientes necesarios para el adecuado
funcionamiento del metabolismo de los microorganismos presentes.

1.3.2.3. Biofiltros de lecho escurrido

En los biofiltros de lecho escurrido al igual que en los biolavadores, los
contaminantes gaseosos son absorbidos en la fase liquida fluida pero son
oxidados a su paso a través del reactor tanto en la biopelicula de
microorganismos formada sobre el soporte s6lido como por los microorganismos

suspendidos en la fase acuosa, Figura 5.

Aire limpio

N
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contaminado \_//

Figura 5. Esquema representativo de biofiltro de lecho escurrido (BLE).
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Estos equipos pueden ser operados con las fases liquida y gaseosa a contra-
corriente 0 a co-corriente. Dado que el agua se recircula, se pueden agregar
nutrientes, acidos o bases para regular las condiciones ambientales Optimas
para la remocion.

Cabe senalar que debe cuidarse el crecimiento excesivo de biomasa que
provocaria taponamiento y colapso del sistema; es por ello que se recomienda
trabajar en condiciones de volumenes vacios altos (90 a 95 %) para evitar
caidas de presion excesivas y la obstruccion por el crecimiento microbiano®.
Estos dispositivos son adecuados cuando los compuestos de oxidaciéon no son
tan volatiles y se acumulan en la fase liquida como es el caso de los sulfatos,
nitratos y cloruros generados por la oxidacién de sulfuros, amoniaco y
organoclorados que, ademas de disminuir el pH durante la degradacién, resultan

inhibitorios para los microorganismos en concentraciones elevadas®2°.

1.3.3. Criterios de seleccion de un tratamiento de aire contaminado

La eleccién de una tecnologia para una aplicacion en especial depende de

ciertas restricciones economicas y ecoldgicas.

Entre los factores que son considerados para la seleccion de un equipo de

tratamiento se encuentran?®2933:343%,

a) Caracteristicas del contaminante: Toxicidad, corrosividad, combustibilidad,
biodegradabilidad, solubilidad, presion de vapor, entre otras.

b) Caracteristicas de la corriente contaminada: Flujo, temperatura, humedad,
composicién, concentracion de los contaminantes y modo de emision.

c) La eficiencia de remocién requerida para cumplir con las normas
establecidas en el pais.

d) La necesidad de servicios especiales.

e) La posible generacion de desechos o subproductos que requieran un
tratamiento secundario.

f) La posibilidad de recuperar, reciclar o reutilizar el contaminante.

g) Los costos de inversion y operacion.
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En la Figura 6, se muestran los rangos de aplicacién de varias tecnologias de
control ambiental, tanto fisicoquimicas como bioldgicas, basadas en los flujos y
concentraciones de las corrientes contaminadas tal como lo reportan Devinny y

col.?8,
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Figura 6. Rango de aplicacién de tecnologias de control ambiental para
el tratamiento de gases.

1.4. Bidfiltracion

1.4.1. Situacion actual

La mayor parte del éxito que han encontrado los biofiltros es en el tratamiento de
flujos grandes de aire con una concentracidon baja de contaminantes tales como
COVs o malos olores®®?. Se han hecho estudios de biofiltracién con una gran
variedad de compuestos tales como los alcoholes, cetonas, aldehidos, etc.,

susceptibles a ser biodegradados como se observa en la Tabla 1.4.1.

Tabla 1.4.1. Biodegradabilidad de varios contaminantes en un biofiltro.

Contaminante Biodegradabilidad Contaminante Biodegradabilidad
Hidrocarburos alifaticos Compuestos azufrados”
Metano 1 Disulfuro de carbono 2
Propano ? Sulfuro de dimetilo 2
Butano ? Disulfuro de dimetilo 2
Pentano 1 Metil mercaptano 1
Isopentano 1 Tiocianatos 1
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Hexano

Ciclohexano

Acetileno

Hidrocarburos aromaticos
Benceno

Fenol

Tolueno

Xileno

Estireno

Etilbenceno
Hidrocarburos clorados”
Tetracloruro de carbono
Cloroformo
Diclorometano
Bromodiclorometano
1,1,1-Tricloroetano
1,1-Dicloroetano
Tetracloroetileno
Tricloroetileno
1,2-Dicloroetano
1,1-Dicloroetileno
Cloruro de vinilo
1,2-Diclorobenceno
Clorotolueno
Compuestos nitrogenados
Aminas

Anilina

Nitrilos

Acrilonitrilo

Piridina

—_

W NN WO WwDN

WY Y W A A

N = W W

1

Compuestos oxigenados
Alcoholes

Metanol

Etanol

Butanol

2-Butanol
1-Propanol
2-Propanol
Aldehidos
Formaldehido
Acetaldehido
Esteres

Acido butirico
Acetato de vinilo
Acetato de etilo
Acetato de butilo
Acetato de isobutilo
Eteres

Dietil éter

Dioxano

Metil ter-butil éter
Tetrahidrofurano
Cetonas

Acetona

Metil etil cetona
Metil isobutil cetona
Compuestos inorgénicosb
Amonio

Sulfuro de hidrogeno

Oxido de nitrégeno

W W W W W =2 A A a W W W NN W WwWWwwwwwowwwowow

w

2 Indica que se ha identificado cometabolismo o tratamiento anaerébico en el biofiltro.

® Indica que con el tratamiento de estos compuestos puede ocurrir un cambio en el pH del
biofiltro. El cambio puede afectar el desempefio.

CLAVES: 1 = Alguna biodegradabilidad; 2
biodegradabilidad; ? = desconocida.

= Biodegradabilidad moderada; 3 = Buena

FUENTE: Devinny, J.S., Deshusses, M.A., Webster, T.S. Bidfiltration for Air Pollution Control.

CRC Lewis Publishers. E.U.A.. 1999.
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Las tecnologias de tratamiento biolégico de aire contaminado por compuestos
organicos e inorganicos volatiles han sido probadas en diversas aplicaciones
industriales principalmente en paises como Alemania, Holanda y Estados
Unidos®®. En Latinoamérica se han implementado equipos de biotratamiento en
algunas aplicaciones industriales como en Cydsa, Monterrey, N.L., México para
el control de las emisiones de acido sulfhidrico y bisulfuro de carbono producidas
en la fabricacion de rayén y celofan®8; y en Cali, Colombia, donde se monté un
biofiltro de 150 m*> empacado con bagazo de cafia para tratar sulfuros gaseosos
emitidos del tratamiento anaerobio de vinazas®.

Algunas de las aplicaciones de la biofiltracion como tecnologia limpia de

tratamiento se encuentran listadas en la Tabla 1.4.2.

Tabla 1.4.2. Aplicaciones tipicas de la biofiltracion

Adhesivos Industria quimica y petroquimica
Almacenamiento de quimicos Plantas de asfalto

Agroindustrias Plantas de composteo

Beneficiadoras (hueso, sangre, aceites) Procesamiento de alimentos y forrajes

Extraccion de vapores del suelo (biorremediacion)  Procesamiento de madera y muebles

Fundiciones de acero Produccién de aromas y perfumes
Incineradores Rastros y granjas

Industria de graficos e imprentas Reciclaje de desechos

Industria de pinturas y recubrimientos Rellenos sanitarios (gases y olores)
Industria de la pulpa y del papel Tratamiento de aguas

FUENTE: Adaptado de 20" .

1.4.2. Operacion de un bidfiltro

1.4.2.1. Microorganismos

Los microorganismos empleados en biofiltracion provienen de una diversa
variedad de fuentes, pero principalmente de sitios contaminados con el
compuesto que deseamos tratar. Estos pueden ser bacterias, hongos o
levaduras de diferentes géneros y especies dependiendo de la tolerancia que
muestren al compuesto y si lo pueden utilizar o no como fuente de carbono y

energia.
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1.4.2.2. Material de empaque

Existe una gran variedad de soportes que han sido utilizados en experimentos
de biofiltraciéon a escala laboratorio o en aplicaciones en campo. Se han usado
materiales de empaque organicos como composta, turba, tierra y astillas de
madera e inorganicos como carbén activado, perlita, vermiculita, o soportes
sintéticos como anillos ceramicos, poliuretanos, entre otros. Los materiales
biofiltrantes deben de cumplir con ciertas especificaciones de disefio que
proporcionen el ambiente mas conveniente para el crecimiento microbiano vy
para el flujo de gas a través del lecho. Estos deben poseer ciertas caracteristicas
deseables como son: alta capacidad de retencion de agua, area superficial
grande, porosidad, alta permeabilidad, pH neutro, disponibilidad de nutrientes, y
provocar caidas de presion bajas. Ademas de propiedades estructurales buenas
como tamafio de particula uniforme y resistencia mecanica®®. Delhoménie y
col.*" han sefialado que el tamafio de particula es una caracteristica importante,
ya que si es demasiado pequefa, proporcionara areas superficiales especificas
grandes, disponibles para el intercambio gas/biopelicula, pero también crearan
una resistencia al flujo de gas. En cambio, si son demasiado grandes,
favoreceran los flujos gaseosos, pero reduciran el numero de sitios potenciales
para que se desarrolle la actividad microbiana.

Se han hecho diversos estudios con soportes empleandolos en biofiltracién, en
particular uno hecho por Ortiz y col.*? con mezclas de turba, vermiculita, carbén
activado, ceramicos porosos y astillas de pino. Estos autores encontraron que la
mezcla de vermiculita y carbén activado presentd los mejores resultados para el
tratamiento de BTX (benceno, tolueno y xilenos) y que la vermiculita resulté ser
un excelente soporte dadas sus propiedades de area superficial grande (cerca
de 650 m? m™), gravedad especifica baja, distribucién de tamafio de particula
homogénea y buen drenado de agua, lo cual generd caidas de presién
relativamente bajas. En otro estudio, Cox y col.** encontraron que la perlita (4.5
mm de diametro promedio) también es un buen soporte para emplearlo en
biofiltracion, pero que debe agregarse medio mineral regularmente para

mantener la humedad 6ptima y el contenido de nutrientes.

31



1.4.2.3. Control de humedad

La humedad es uno de los parametros mas importantes que deben de
controlarse para garantizar el buen desempefio de un biofiltro. Pequefios
cambios en la humedad estan asociados con grandes cambios en el contenido
de agua. Si la humedad relativa del aire de entrada cae en 1 %, dado a un
cambio en temperatura o presion del aire, la humedad del soporte decaera en un

1.*4. El control del

10 % o mas, segun estudios hechos por Van Lith y co
contenido de humedad en el medio a través del control de la humedad del aire
de entrada puede ser dificil y hasta imposible dado el aumento de temperatura
por la oxidacion biolégica. Es por ello que se implementan estrategias de control
como el espreado de agua para mantener y/o recuperar la humedad del soporte.

.*° sugieren, para tasas de evaporacion inferiores a los 50 g m>h™,

Van Lith 'y co
agregar agua manualmente y hacer determinaciones del contenido de humedad
del lecho periddicamente. Por otra parte, Morales y col.*® desarrollaron un
modelo dinamico en una dimensién para describir el secado y su efecto en el
desempeno de biofiltros. Estos autores encontraron una correlacién entre el
descenso de la capacidad de eliminacion de tolueno y el contenido de humedad
en el soporte producido por la tasa de evaporacion.

1.4.2.4. Control de temperatura

La actividad microbiana esta fuertemente influenciada por la temperatura.
Dependiendo del tipo de microorganismo con el cual se trabaje, ya sea psicrofilo,
mesdfilo o termdfilo sera la temperatura dptima de operacion*’. Cada especie
esta adaptada para controlar sus reacciones enzimaticas dentro de un cierto
rango de temperatura. Las reacciones se ven aceleradas con el aumento de
ésta, pero con ciertos limites. Si este limite es superado, la enzima se
desnaturaliza y ya no es util. Ademas, otros componentes celulares como los
lipidos estructurales de las membranas también pueden descomponerse a altas
temperaturas. Sin embargo, cabe destacar que lo que mas afecta el desempeno

de los biofiltros son los climas gélidos.
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1.4.2.5. Control de pH

Al igual que la temperatura, el pH es un factor importante que hay que controlar
y depende del tipo de microorganismo inoculado en el biofiltro. Cada especie de
microorganismos es mas activo en cierto rango de pH y se inhibird o hasta
morira fuera de éste?®. No obstante, la mayoria de los biofiltros estan disefiados
para operar a un pH neutro.

Los materiales de empaque tienen diferentes valores de pH, por ejemplo, la
composta o turba tienen pHs de 4 6 5 por el contenido de acidos organicos
producidos durante la descomposicion natural de la materia organica, el carbén
activado puede tener un pH cercano a 10 y la perlita de alrededor de 7. Para
poder utilizar estos soportes, el pH debera ajustarse al valor requerido.

El pH en un biofiltro puede cambiar durante la operacion debido a que muchas
biotransformaciones de los contaminantes generan acidos. Por ejemplo, la
degradacion de los alcanos constituyentes de la gasolina produce acido acético
como un intermediario48, el cual, puede causar un descenso del pH si se
acumula en el sistema. Estos problemas pueden abatirse utilizando un soporte
con suficiente capacidad amortiguadora. Los soportes inorganicos suelen tener
bajas capacidades amortiguadoras; pero si se afade un amortiguador como
carbonato de calcio, el acido reaccionara con el carbonato y el pH se mantendra
sin cambios. Seguin manifiestan Devinny y col.?®, la capacidad amortiguadora de
un soporte se define como la cantidad de iones hidrégeno que se deben agregar
para generar un cambio de pH, de forma que, una capacidad amortiguadora alta
significa que una gran cantidad de acido o base afadido al biofiltro tendra un
efecto pequefo en el pH.

Otros ejemplos de acidificacion se presentan en el tratamiento de compuestos
organoclorados donde se produce acido clorhidrico como producto final, y en el
tratamiento de sulfuro de hidrégeno o sulfuros organicos que producen sulfatos
que posteriormente se transforman en acido sulfurico. Sus productos son
estables en un biofiltro rico en oxigeno, y ambos son altamente solubles en agua
con bajas constantes de la ley de Henry. Estos se acumulan porque no hay

transformacion alguna que consuma a los acidos. En estos casos, la adicion de
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un amortiguador no resolvera el problema porque sera consumido muy
rapidamente y no tendra ningun efecto restaurativo. Por otra parte, segun
estudios hechos por Yang y Allen*®, se presentaran problemas secundarios
como la generacion de pequefias particulas dada la disolucién del carbonato de
calcio, lo que contribuira al taponamiento del biofiltro.

Sin embargo, Devinny y col.,?® sugieren que el pH del medio también puede
controlarse afiadiendo una solucion alcalina junto con el agua de espreado, pero
sera dificil mantener el pH del lecho uniforme porque la irrigacion no se
distribuira de igual forma en todo el reactor. Segun estos autores, si la corriente
a tratar produce grandes cantidades de acidos, es mejor utilizar un biofiltro de
lecho escurrido, ya que los flujos grandes de agua recirculada proveeran un
contacto efectivo con todas las superficies y el pH del flujo recirculado podra
controlarse de una manera facil y precisa.

1.4.2.6. Control de nutrientes

Los microorganismos necesitan nutrientes minerales como nitrégeno, fosforo,
potasio, azufre, calcio, magnesio, sodio, hierro y muchos otros. Algunas
especies pueden requerir compuestos especiales como vitaminas, que no
pueden sintetizar por ellas mismas. La operacion exitosa de un biofiltro necesita
nutrientes que deben suministrarse en forma y cantidad que soporte una
actividad microbiana vigorosa®®.

Los soportes organicos como composta y turba poseen nutrientes que liberan
conforme se degradan ya que provienen de cortezas de arboles, lodos
activados, y otros materiales organicos. En cambio los soportes inorganicos
como rocas, carbon activado, agrolita, entre otros, no contienen ningun nutriente,
y éstos deberan suministrarse durante la operacion del biofiltro en forma de una

solucién de sales minerales.

1.4.3. Aplicaciones a vapores de gasolina
La biofiltracidn ha sido ampliamente utilizada en el tratamiento de vapores de
gasolina tanto a escala laboratorio como piloto e industrial. La biodegradacion se

ha hecho por consorcios, bacterias y hasta por hongos. A escala laboratorio, la
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degradacion de mezclas de BTEX por bacterias se encuentra ampliamente
documentada®®°'?2. A escala piloto, Wright y col.”® estudiaron el comportamiento
de un biofiltro de composta inoculado con un cultivo microbiano para el
tratamiento de vapores de gasolina. Las remociones de hidrocarburos totales
excedieron el 90 % durante los ultimos 50 dias de operacién para
concentraciones de entrada de 310 a 2,700 mg m™ y un tiempo de residencia de
2.2 min (Cargas de entrada=8-74gm=™h™).

Recientemente se han aislado hongos y utilizado exitosamente en biofiltracion
de aire contaminado con hidrocarburos aromaticos volatiles (tolueno y estireno),

metabolizados como Unica fuente de carbono y energia®>>*

y con hidrocarburos
alifaticos provenientes del petréleo crudo®.

En un biorreactor en fase gas inoculado con la levadura negra dimoérfica
Exophiala lecanii-corni se encontraron capacidades de eliminacién maximas de
tolueno de 270 g m™ h™" (Woertz y col.)*®. Sin embargo, Garcia-Pefia y col.”’,
alcanzaron capacidades de eliminacién de hasta 400 g m™ h™' empleando un
reactor similar inoculado con el hongo Scedosporium apiospermum.

Asimismo, Prenafeta y col.*®

encontraron que el hongo Cladophialophora sp.
(ATCC MYA-2335) era capaz de crecer en una fraccibn modelo de gasolina
soluble en agua conteniendo BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y los
isobmeros de xilenos). Estos compuestos fueron degradados por combinacion de
asimilacion y cometabolismo, a excepcion del benceno que no fue metabolizado.

En otro estudio, Hekmat y col.*®

evaluaron la dinamica de poblaciones en un
biofiltro de lecho escurrido a escala laboratorio para tratamiento de gas
contaminado con COVs. Una mezcla modelo de bencenos polialquilados fue
alimentada intermitentemente. Estos autores encontraron que sélo el 10 % de la
biopelicula eran células y el resto se trataba de sustancias poliméricas
extracelulares (SPE). Un resultado similar fue obtenido por Morales y col.*? en
un biofiltro para tratamiento de tolueno. En el estado estable, Hekmat y col.>®
alcanzaron capacidades de eliminacién de hasta 80 g m™ h™' con cargas de 140

gm>h.
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Por otra parte, Hdéhener y col.””, estudiaron la degradacion de 12 vapores de
hidrocarburos y de MTBE en experimentos en lote y en columnas empacadas.
Para ello emplearon arena conteniendo microorganismos indigenas. En este
trabajo demostraron que el MTBE es un compuesto sumamente dificil de
biodegradar al contrario del tolueno o m-xileno, ya que el oxigenante no se
atenud a lo largo de un lecho de 1.14 m de longitud.

Hernandez, S. y col.®! han trabajado en el disefio de biofiltros a escala piloto
para el tratamiento de COVs provenientes de fuentes fijas. Estos sistemas han
sido disefiados para tratar emisiones de vapores de gasolina procedentes de
tanques de almacenamiento. Hernandez, A. y col.®?, trabajaron en un biofiltro de
260 L, inoculado con un consorcio, y alcanzaron capacidades de eliminacion de
16+4gCm>h'yde3.8+1.1gMTBE m?h". Las capacidades de eliminacion
maximas para otros compuestos presentes en los vapores de gasolina fueron de
3.24 g hexano m™ h™', 3.13 g iso-octano m™ h™ y 1.49 g tolueno m™ h™. En
general, encontraron que los alcanos lineales y los aromaticos fueron
rapidamente degradados, mientras que los alcanos ramificados tuvieron

eficiencias de remocion considerablemente mas bajas.

1.5. Biodegradacion

No existe una definicidon precisa de biodegradacion. Sin embargo, el proceso
generalmente involucra el rompimiento de compuestos organicos, usualmente
por microorganismos, en mas biomasa celular y compuestos menos complejos,
y finalmente en agua, didxido de carbono o sulfatos y nitratos®®. La
biodegradabilidad de un compuesto es la susceptibilidad de éste a alteracion por
procesos microbianos®®. La extension de la biodegradacion y la tasa a la cual
ésta ocurre, depende de interacciones entre el ambiente, el numero y tipo de
microorganismos presentes, y la estructura quimica del contaminante
degradado®. La biodegradacién de la mayoria de los contaminantes organicos
ocurre a una tasa mas rapida bajo condiciones aerdbicas. No obstante, Walter y
col.?®, sefialan que la biodegradaciéon de muchos compuestos organicos puede

ocurrir bajo condiciones anaerdbicas usando otros aceptores de electrones
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como nitratos (NO3), sulfatos (SO4*), hierro (Fe®”), manganeso (Mn™) o
carbonatos (CO3?) en lugar de oxigeno.

Madsen y col.®*

aseguran que aquellos microorganismos capaces de metabolizar
carbohidratos usando oxigeno como aceptor final de electrones son capaces de
generar mas ATP que aquéllos que llevan a cabo respiracion con nitratos,
sulfatos, Mn** o Fe>".

La biodegradacion que involucra el rompimiento completo de un compuesto
organico en sus componentes inorganicos, es comunmente referida como
mineralizacién. Existen compuestos con estructuras moleculares a las que los
microorganismos no han sido expuestos (compuestos xenobidticos). Estos son
resistentes a la biorremediacion (recalcitrancia) o son biodegradados
incompletamente®. Tal es el caso del MTBE, que ha sido reportado como un
compuesto recalcitrante®®, con pocos estudios en donde se logre una
mineralizacién o biodegradacion total.

Muchos compuestos xenobidticos como los compuestos haloaromaticos o el
propio MTBE pueden ser biotransformados, esto es, son sujetos de una
alteracion quimica de la estructura molecular sin la pérdida de su complejidad63.
La biotransformacion produce un cambio en la estructura de un compuesto
organico, que puede afectar la toxicidad y movilidad del compuesto original. La
investigacion en biodegradacion ha demostrado la existencia de
microorganismos capaces de degradar compuestos quimicos como los bifenilos
policlorados y los compuestos nitroaromaticos, que alguna vez se concibieron
como recalcitrantes o sujetos so6lo de una transformacion sin llegar a la
mineralizacion®.

Cabe senalar que los microorganismos pueden catalizar solo las reacciones que
son termodindmicamente posibles®. Existen muchos compuestos en la
naturaleza que son bioquimicamente inertes, particularmente compuestos como
los alcanos, estructuras de anillos saturados y de benceno, dado que son
moléculas desprovistas de oxigeno. Las bacterias poseen la habilidad de
catalizar reacciones de oxidacion usando oxigeno molecular, de ahi que se

inicien secuencias de reacciones que llevan a las rutas catabodlicas comunes®’.
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Cuando el carbono terminal de un alcano es oxidado, se forma un acido graso,
el cual posteriormente puede ser metabolizado por 3 oxidacion®®.

Las bacterias contienen diferentes clases de enzimas llamadas monooxigenasas
y dioxigenasas, las cuales, contienen una gran variedad de cofactores como los
grupos hemo, flavinas, cobre, manganeso, y hierro no hemo; y cuya funcioén es
“activar” al oxigeno alterandolo hasta su estado monoatdmico®. Las

monooxigenasas llevan a cabo reacciones del tipo:
R—H +NAD(P)H + H" + O, —22exeense s R — OH + NAD(P)" + H,O

utilizando un agente correductor. Todas estas enzimas son altamente
especificas hacia un sustrato.
Mientras que las dioxigenasas son responsables de la fijacion del oxigeno

directamente en los compuestos organicos:

R + 02 dioxigenasa R 02

1.5.1. Biodegradacion de metil ter-butil éter

La biodegradacion de MTBE puede darse cuando los microorganismos lo utilizan
como unica fuente de carbono o por cometabolismo. La biodegradacién de
MTBE como unica fuente de carbono requiere que exista un organismo capaz de
metabolizarlo, inducir la sintesis de las enzimas requeridas y extraer energia de
él. Ademas, deben existir condiciones ambientales suficientes para que las
reacciones procedan a una tasa significativa.

Para que los organismos de una sola especie puedan utilizar un sustrato
xenobidtico como unica fuente de carbono y energia, deben de ser capaces de
extraer energia y poder reductor de las reacciones. Si no es asi, no podran
mantener su integridad celular y el cultivo morira®.

Sin embargo, en muchos casos la biodegradacion de compuestos xenobibticos
es posible porque la estereospecificidad de las enzimas no es exacta (Grady,
1985°%). Con frecuencia un inductor puede causar la sintesis de varias enzimas.
La apropiacién de una enzima existente, la cual posee una actividad catalitica

conveniente hacia el nuevo sustrato, ha sido llamado metabolismo “fortuito”®® o
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‘gratuito” y se piensa que es el mayor mecanismo por el cual los
microorganismos atacan a los compuestos xenobiéticos®®, como el MTBE.

Las poblaciones microbianas que crecen en un compuesto pueden
“fortuitamente” transformar un contaminante quimico, proceso conocido como
cometabolismo’™. La poblacién de microorganismos no se incrementa en
biomasa o numero como resultado del contaminante quimico y no crecera si
éste es el Unico sustrato presente’'. Madsen® sefiala que en las reacciones
cometabdlicas un sustrato primario fisiolégicamente util induce la produccion de
enzimas que accidentalmente alteran la estructura molecular de otro compuesto.
Es asi como surgen dos conceptos claves asociados con la definicion de
cometabolismo. Primero, el cosustrato que se define como aquél que no sirve
como unica fuente de carbono y energia para un cultivo puro y no induce la
formacién de enzimas, y segundo, la transformacién ocurrira solo en presencia
obligada de un sustrato llamado sustrato de crecimiento®®,

En cuanto a las aplicaciones, existen casos exitosos de cometabolismo de
hidrocarburos clorados, en donde, las enzimas que degradan tolueno o metano
son efectivas para degradar compuestos como el tetracloroetileno, el
tricloroetileno, u otros. Asimismo, Speitel y McLay’? han operado sistemas de
biofiltracion para el tratamiento de tricloroetileno utilizando metano como sustrato
de crecimiento para inducir la formacién de la metano-monooxigenasa, enzima
responsable de degradar al hidrocarburo clorado.

Mas recientemente, el propano y el tolueno han demostrado ser sustratos
efectivos para inducir la degradacibn cometabdlica de hidrocarburos

73,74,75

halogenados , Y aun mas el propano, butano, pentano y hexano han sido

probados como sustratos de crecimiento para estimular la biodegradacion
cometabdlica del MTBE®7"78,

Sin embargo, no hay que confundir cometabolismo con el empleo de un
cosustrato, el cual puede incrementar la tasa de consumo de otro sustrato
debido a un incremento en biomasa y a la induccién de enzimas involucradas en

la mineralizacion de intermediarios. Este es el caso del uso de tolueno como
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cosustrato gaseoso para incrementar la mineralizacion de fenantreno (Ortiz y

col.”).

1.5.1.1. Biodegradacion de metil ter-butil éter como unica fuente de carbono y
energia

A) Biodegradacion aerobia

Se ha considerado que la persistencia del MTBE esta intimamente relacionada
con su recalcitrancia biolégica, aunque estudios recientes han mostrado que
existe un fuerte potencial para su atenuacion natural. En el 2001, Bradley y col.?°
mostraron en su estudio, que es posible la mineralizaciéon de MTBE en lagos y
sedimentos de rios como mecanismo natural de atenuacion; y aun en sitios sin
historia de contaminacion por MTBE, dada la presencia de microorganismos con
habilidad innata de degradar al MTBE bajo condiciones aerobias.

La degradacion de MTBE, ya sea por la via anaerobia o aerobia, no es un
proceso rapido segun manifiesta el Profesor Joseph Suflita de la Universidad de
Oklahoma®'. Si el MTBE se encuentra en aguas subterraneas, las bacterias
tienden a consumir el oxigeno y a entrar en un periodo de anaerobiosis, por lo
que se debera introducir oxigeno en estos sitios, lo cual no es econdmicamente
rentable. Se desearia tener una poblacién indigena capaz de degradar el MTBE
en condiciones anaerobias. Sin embargo, el Profesor Joseph Salanitro de
Empresas Equilon en Houston, Texas, sefala que las poblaciones microbianas
naturales nunca seran suficientes para limpiar el MTBE de los derrames de
gasolina que han habido en los ultimos afios, dado que no se pueden sostener
poblaciones microbianas indigenas en MTBE, como en el caso del benceno,
porque los microorganismos no crecen bien sobre este sustrato®’.

Hasta la fecha, existen muy pocos estudios para encontrar microorganismos
capaces de degradar MTBE vy utilizarlo en el tratamiento bioldgico. Se han
estudiado consorcios y microorganismos puros que pueden biodegradar MTBE
utilizandolo como su unica fuente de carbono y de energia en condiciones

82,83

aerdbicas®*® y anaerobicas®.
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En 1994, Salanitro y col.®*, fueron los primeros en reportar la degradacion de
MTBE con bacterias. Describieron en su trabajo el aislamiento de un cultivo
enriquecido (BC1) que crecia en MTBE como su unica fuente de carbono y de
energia y que producia alcohol terbutilico (TBA) como su principal metabolito. La
poblacién contenia cuatro o cinco organismos, entre los que se encontraban
corineformes, pseudomonados y achromobacters. Dicho cultivo tenia la habilidad
de biodegradar el MTBE hasta producir 40 % de carbono como CO; y 40 % de
carbono como biomasa a una tasa de 34 mg g célula” h™ con rendimientos de
0.21 a 0.28 g células secas g MTBE™. Sus resultados sugerian que las tasas bajas
de crecimiento y rendimientos celulares se debian al metabolismo lento de un
intermediario limitante de la tasa de degradacion o a que el MTBE podia ser un
inhibidor metabdlico, inhibidor del transporte de electrones o un desacoplador de la
produccion de ATPs. Estos autores demostraron que a ciertas concentraciones
(20 mg L"), el MTBE actuaba mas como inhibidor que como sustrato cuando se
usaba para incubar cultivos bacterianos.

En otro de los esfuerzos por encontrar organismos biodegradadores de MTBE,
Mo y col.®, hicieron estudios microbiolégicos con lodos activados v tierra y frutos
del arbol de Gingko. Encontraron tres cultivos bacterianos puros capaces de
consumir MTBE en condiciones aerobias, los cuales, se identificaron y
caracterizaron como pertenecientes a los géneros Methylobacterium,
Rhodococcus y Arthrobacter. Las cepas s6lo consumieron el 28 % del MTBE
alimentado, después de un periodo de incubacion de 2 semanas con 200 ppm de
MTBE a una temperatura de 23-25 °C. El crecimiento de estas bacterias fue
bastante lento y la produccion de CO, considerablemente baja, alrededor del 8 %
del MTBE consumido, correspondiente a una biodegradacién incompleta. Los
investigadores lo atribuyeron al hecho de que el MTBE puede ser un sustrato y
fuente de energia pobre o a un metabolito que puede inhibir el crecimiento. En
estudios paralelos, los cultivos puros mostraron menor actividad, comparados con
los cultivos mixtos, posiblemente porque una cepa degrada un compuesto hasta
un cierto producto, punto en el cual, otra cepa lo toma y continda la

mineralizacién; de forma que no hay inhibicién o toxicidad alguna.
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Dada la incrementada incidencia del MTBE en el medio ambiente y las bajas tasas
de degradacién mostradas en la atenuacion natural, ha sido importante buscar
cultivos bacterianos capaces de consumirlo rapidamente y sobrevivir fuera del
laboratorio. En otro estudio, Hanson y col.®®, reportaron una cepa pura con alta tasa
de mineralizacion de MTBE. Sin embargo, mostré6 comportamiento inhibitorio
cuando los compuestos BTEX (Benceno, Tolueno, Etilbenceno y Xilenos) se
encontraban presentes®. La cepa denominada PM1 fue incubada con 200 pg L™ de
['*C] MTBE , y pudo transformar 46 % en ™CO. y 19 % en células marcadas *C en
un periodo de 120 h. A partir de las mediciones de proteina se estimoé un rendimiento
a biomasa de 0.18 mg de céluas mg MTBE"' el cual, fue un rendimiento
sustancialmente mas bajo que los rendimientos celulares tipicos de crecimiento en
compuestos aromaticos, azticares y compuestos alifaticos. Hanson y col.® también
evaluaron el consumo de MTBE de la cepa PM1 en material de aguas subterraneas y
los resultados indicaron su posible uso en bioaumentacion de ambientes
contaminados. En el 2001, Deeb y col.?®, demostraron que habia una inhibicion
severa de la degradacion de MTBE en la cepa PM1 por etilbenceno y xilenos y una
inhibicién parcial por benceno y tolueno, lo cual sugiere que la biodegradacion del
MTBE en ambientes subsuperficiales seria retrasada hasta que el MTBE haya

emigrado mas alla de la contaminacién por BTEX.

B) Biodegradacion anaerobia
Se han reportado otros estudios de biodegradacion por la via anaerobia utilizando

1.8* encontraron

MTBE como unica fuente de carbono y energia. Mormile y co
evidencia de la degradacion de MTBE después de 152 dias de incubacién de
uno de sus lixiviados preparado a partir de muestras del rio Ohio. El cultivo
degradaba 26 ppm de C en condiciones de pH neutro cuando se alimentaban de
48 a 22 ppm de C. Segun sus resultados, el MTBE fue transformado
abioticamente en incubacién continua mostrando un incremento en la
concentracion de alcohol terbutilico (TBA). Sin embargo, el MTBE no fue
degradado por las células de dos tipos de bacterias anaerobias, Acetobacteriurn

woodii y Eubacterium limosum, capaces de degradar varios éteres no ramificados.
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Los autores concluyeron que el MTBE era recalcitrante a la biodegradacion tanto
por la via aerobia como por la anaerobia.

En otro estudio, Suflita y Mormile87, estudiaron la descomposicion anaerobia de los
compuestos oxigenados de la gasolina en material acuifero. Se probaron varios
éteres alquilicos (metil ter-butil éter (MTBE), ter-amil metil éter (TAME), etil ter-
butil éter (ETBE), diisopropil éter , etil éter y propil éter) y sélo el n-butil metil éter
fue biodegradado bajo condiciones metanogénicas. Los investigadores
confirmaron que el MTBE, ETBE y TAME eran moléculas persistentes que
generalmente resistian la biodegradacion anaerobia.

No obstante, Yeh y Novak®, reportaron la biodegradacién anaerobia de MTBE,
ETBE y TBA en donde evaluaron los agentes ambientales que influencian su
tasa de degradacion. Probaron diversas condiciones como son: metanogénicas,
atmésfera reductora de sulfatos y denitrificantes; microcosmos acuosos vy
terrestres usando tierras de diferentes origenes, entre otras. Sus resultados
mostraron que solamente hubo biodegradacion de MTBE y ETBE en tierra con un
contenido muy bajo de materia organica y con un pH de alrededor de 5.5. No se
observé degradacion de MTBE en tierra rica en materia organica, y en la tierra
organicamente pobre, ademas, la adicion de compuestos organicos faciimente
biodegradables inhibieron la degradacién del MTBE. Estos autores sugieren que la
dificil degradacion de los éteres alquilicos por microorganismos presentes en
tierras y lodos se atribuye a diversos factores, como son: la ligadura éter, muy
estable y quimicamente no reactiva, la dificultad para transportar estos
compuestos dentro de las células, y la falta de actividad enzimatica, ya sea
inducida o existente (hidrolasas y oxigenasas), las cuales, son capaces de atacar
el enlace éter. En el caso del TBA, la degradacion fue incrementada con la adicion
de nutrientes pero considerablemente disminuida por la presencia de otros
compuestos organicos de facil degradacion.

En general se han reportado muy pocos trabajos acerca de la biodegradabilidad de
los éteres alquilicos en suelos, aguas subterraneas y lodos activados, aunque

existen algunos datos en la literatura acerca de la demetilacion del
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metoxibenzoato bajo condiciones anaerdbicas por el microorganismo
Acetobacterium®®.

Como senalé anteriormente, los experimentos de laboratorio en la
biodegradacion de MTBE bajo condiciones anaerdbicas, no han tenido resultados
lo suficientemente exitosos como para aplicarse en campo y resolver la
contaminacion de este compuesto. Varios estudios coinciden en que la tasa
relativamente baja de crecimiento de los diferentes cultivos degradadores de
MTBE, los bajos rendimientos de biomasa, y la inestabilidad de los cultivos, asi
como la pobre definicibn de los mecanismos microbianos involucrados en la
biodegradacién del MTBE, han dificultado hasta la fecha el desarrollo de procesos

viables de biorremediacion de MTBE.

1.5.1.2. Biodegradacion de metil ter-butil éter por cometabolismo

El descubrimiento del cometabolismo sugirié inmediatamente posibilidades para
el tratamiento de compuestos recalcitrantes, pero en la actualidad aun se ha
desarrollado muy poco trabajo en la degradacién cometabdlica del MTBE tanto
por cultivos mixtos como por cultivos puros.

En 1997, Hardison y col.”’, reportaron la biodegradacién de MTBE con un hongo
filamentoso, Graphium sp. (ATCC 58400), en presencia de butano. La posibilidad
del uso de compuestos alternos que propician el crecimiento y la degradacion de
éteres, no habia sido descrita, hasta este momento donde estos investigadores
demuestran que el micelio Graphium sp. es uno de los pocos eucariotas
conocidos que crece en n-alcanos y cuyas oxidaciones son catalizadas por la
enzima citocromo P-450.

Los resultados de este estudio demostraron que el dietil éter (DEE) y el butano
son utilizados como sustratos de crecimiento, mientras que el MTBE es
solamente parcialmente oxidado en una reaccidon cometabdlica. Se detectaron
dos productos de degradacion, el terbutil formato (TBF) y el alcohol terbutilico
(TBA). La tasa de degradacion del MTBE cuando el micelio fue incubado con n-
butano y MTBE fue de 0.6 nmol h™ mg peso seco™, la cual, fue menor comparada

con la tasa reportada para el micelio incubado con MTBE sélo que fue de 1.9
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nmol h™ mg peso seco™. Esto indica que existe una interacciéon competitiva entre
el n-butano y el MTBE para ligarse y oxidarse en la misma enzima. La tasa
maxima de degradacidon observada durante las primeras tres horas con
suspensiones liquidas del hongo expuesto a una concentraciéon de MTBE disuelto
de 200 uM fue de aproximadamente 10 nmol h™" mg de peso seco de micelio™.

La degradacion de MTBE por cuatro cepas oxidantes de propano (ENV420,
ENV421, ENV425 y Pseudomonas putida) fue reportada por Steffan y col.*C.
Estas se aislaron a partir de muestras de agua y tierra contaminada con gasolina y
aceite de motor, asi como de césped no contaminado. Estas bacterias oxidantes
de propano producen la enzima propano monooxigenasa (PMO), las cuales,
oxidan una variedad de sustratos incluyendo al propano, tricloroetileno e
hidroclorofluorocarbonos.

Los investigadores probaron diferentes bacterias que resultaron capaces de
degradar MTBE, ETBE y TAME. Se incubaron con 20 mg L™ de [C"] MTBE,
obteniendo una conversion de mas del 60 % a “CO, en menos de 30 hrs. La
oxidacion inicial de MTBE y de ETBE produjo TBA en cantidades casi
estequiométricas; mientras que la del TAME produjo alcohol ter-amilico (TAA).

El grupo metil metoxi del MTBE se oxidé a formaldehido y luego hasta CO,
produciendo un 25 % de [C'*] MTBE como "“CO,, mientras que el TBA se oxid6 a
2-metil-2-hidroxi-1-propanol y luego a acido-2-hidroxi-isobutirico; y ninguno de
estos productos de degradacion fue un sustrato efectivo de crecimiento para los
microorganismos. Dependiendo de la temperatura utilizada fue mayor o menor la
tasa de degradacion alcanzada, obteniéndose tasas de degradacion para el MTBE
desde 3.9 a 9.2 nmol min” mg de proteina celular’ a 28 °C, y para el TBA de 1.8
a 2.4 nmol min”' mg de proteina celular™. tierra

Posteriormente, Garnier y col.”®, demostraron que un consorcio obtenido a partir
de suelo contaminado era capaz de degradar gasolina que contenia MTBE. Sin
embargo, cuando se probd el consorcio con MTBE como su unica fuente de
carbono y energia, no se observé biodegradacion alguna. EI MTBE era
degradado por cometabolismo con n-alcanos (pentano, hexano, y heptano)

presentes en la gasolina pero no con compuestos aromaticos (benceno, tolueno
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y xilenos). Después de 6 dias de incubacién, se consumio el 97 % de la gasolina
reformulada y se observd una completa utilizacion de los sustratos aromaticos
probados tales como los compuestos BTX y de los compuestos alifaticos,
pentano, hexano y heptano. No obstante, el ciclohexano fue resistente a la
biodegradacion. Cabe sefalar que el pentano, fue el compuesto que mas
eficientemente permitio la degradacion cometabdlica del MTBE. La tasa de
degradaciéon del MTBE fue de 200 pg dia” con un coeficiente cometabdlico
(MTBE consumido/pentano consumidoX100) del 10 %. En experimentos
subsecuentes, cuando se incrementd el coeficiente cometabdlico, la cantidad de
MTBE degradado fue mayor, sugiriendo que la degradacion del MTBE se debia a
una enzima inducida de n-alcanos producida probablemente en los primeros
pasos de la ruta metabdlica.

De este consorcio, se aislo una bacteria (Pseudomonas aeruginosa), degradadora

de MTBE en cometabolismo con pentano®’. Garnier y col.”’

, propusieron un modelo
de inhibicidn, ya que a concentraciones de 85 ug L™, el pentano tuvo un efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de la P. aeruginosa. El modelo sélo dependia de
dos parametros, la concentracion de pentano y la de MTBE. Calcularon diversos
parametros cinéticos de crecimiento sobre pentano como son, pms = 0.19 h', Ks =
29 gL'y Ki=3.5mgL";y obtuvieron una tasa de degradacion de MTBE de 3.9
nmol min™ mg de proteina celular” con una relacion de MTBE/pentano de 0.7 y
una mineralizacion de MTBE del 20 %. Para el TBA se alcanz6 una tasa de
degradacion de 0.95 + 0.05 nmol min™ mg de proteina celular™. La diferencia entre
las tasas de degradacion resulté en la acumulacion del alcohol terbutilico.

Estos autores concluyeron que las enzimas responsables del proceso de
degradacion tienen una mayor afinidad por el pentano que por el MTBE y
ademas, que habia una tasa de mantenimiento despreciable (mo), ya que la
biomasa producida fue proporcional a la cantidad de pentano consumido aun a
bajas concentraciones.

.92, obtuvieron consorcios a partir de muestras de

Recientemente, Morales y co
suelo contaminado con gasolina. Se enriquecieron con pentano, hexano,

isooctano y tolueno y se probaron en cometabolismo con MTBE. Las tasas
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maximas de degradacion de MTBE fueron de 49, 12 y 32 mg g proteina™ h™ para
los microcosmos con pentano, hexano e isooctano, respectivamente. No hubo
degradacion cometabdlica con tolueno. Las mejores tasas de degradacion se
alcanzaron para el consorcio adaptado con pentano, donde el MTBE fue
mineralizado con un coeficiente cometabdlico de 1 mg MTBE mg pentano™. Hubo
consumo de MTBE aun al agotarse el pentano lo que sugiere actividad enzimatica
aun después de agotado el sustrato inductor. La transformacion de carbono en
biomasa fue de aproximadamente 40 % para todos los alcanos. Los resultados
para hexano indicaron una acumulacion de TBA del 35 %, el resto fue
mineralizado. En el caso del pentano, todo el TBA fue mineralizado. La conversion
de carbono en CO; fue del 51 %, 40 % y 26 % para pentano, hexano e isooctano,
respectivamente. De este consorcio se aislaron bacterias identificadas como
pertenecientes al género Pseudomonas, y constituyen el primer reporte de

mineralizacion cometabdlica por microorganismos de este tipo.

1.5.1.3. Biofiltracion de metil ter-butil éter

A) Como unica fuente de carbono

En un estudio hecho por la Universidad de California en Davis, Eweis y col.®,
mostraron resultados de unos biofiltros que desarrollaron la habilidad de
degradar MTBE después de un aio de operacion.

Los biofiltros de la Junta del Condado de Los Angeles, cuya planta funciona para
el control de la contaminacion del agua (JWPCP por sus siglas en inglés), eran
alimentados con varios COVs incluyendo MTBE a un flujo de 2.35 ft*> min™ y un
tiempo de residencia de aproximadamente 1 minuto. Se usé como material de
empaque un medio compuesto por 40 % en volumen de composta y 60 % de
perlita con lodos activados como in6culo. En este sistema a nivel industrial se
alcanzaron capacidades de eliminacién promedio entre 6 y 8 g m> h' vy
eficiencias de remocién promedio del 95 al 100 % durante otro afio mas de
operacion.

En otro trabajo, Fortin y Deshusses®?, enriquecieron un consorcio aerobio en

biofiltros de lecho escurrido capaz de consumir MTBE como unica fuente de
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carbono y energia. Después de un periodo de aclimatacion de seis meses, los
biofiltros alcanzaron capacidades de eliminacién maximas de 50 g m™ h™ y
eficiencias de remocién del 90 % con concentraciones de entrada de MTBE entre
065y 0.85 g m® y un tiempo de retencién inicial de 1.5 min. El cultivo
degradador de MTBE estaba constituido por seis bacterias gram positivas y
negativas, bacilos y cocos; hongos, protozoarios y rotiferos. Después de la fase
de aclimatacion, los biofiltros de lecho escurrido mostraron una conversion de
MTBE en CO, casi total (97 %) y una ausencia de subproductos de degradacion
tanto en fase gaseosa como en fase liquida. Los investigadores observaron una
tasa baja de acumulacién de biomasa con un rendimiento de 0.1 g biomasa g
sustrato™ y una tasa especifica de crecimiento de 0.025 dia™. En la segunda parte
de este articulo, Fortin y Deshusses™, demostraron que el proceso estaba limitado
por la reaccion biologica y no por la transferencia de masa. Ademas, estudios
dinamicos mostraron que los biofitros de lecho escurrido se adaptaban
rapidamente a las nuevas condiciones y que el nuevo estado estacionario se
alcanzaba en cuestion de horas. Esto sugiere su aplicacion exitosa en campo ya

que la operacion en estado transiente es una regla mas que una excepcion.

B) Por cometabolismo

Dupasquier y col.?

, en un estudio mas reciente, mostraron que la biofiltracién en
cometabolismo con n-alcanos es otra alternativa adecuada para el tratamiento de
corrientes contaminadas con vapores de MTBE. En este trabajo, los autores
desarrollaron un modelo basado especificamente en los datos obtenidos de
cometabolismo de MTBE con pentano. Para ello emplearon un cultivo microbiano

de Pseudomonas aeruginosa, aislado por Garnier y col.”!

, Y un reactor de 2.4 L
empacado con vermiculita con un tiempo de residencia de 1.1 h y una
concentracion inicial de 18.6 g m™ y de 1.1 a 12.3 g m™ para pentano y MTBE,
respectivamente. En el caso del pentano, se alcanzaron capacidades de
eliminacion de 12 g m> h™ y para el MTBE de 0.3 a2 1.8 g m™ h™. Se modelé con
ecuaciones generales de balance de materia considerando un modelo cinético

que describia inhibicion competitiva cruzada entre el MTBE (cosustrato) y el
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pentano (sustrato). Cabe mencionar que el aumento de la concentracion inicial de
pentano incremento la CE del MTBE, pero no modificd la CE del pentano, y que
ademas, se observo inhibicidon en el consumo de pentano por la presencia de
MTBE. No obstante, las tasas de degradacién de MTBE obtenidas por Dupasquier
y colaboradores fueron inferiores a las obtenidas en estudios previos utilizando
consorcios o0 cepas puras que pueden mineralizar MTBE, los investigadores

sugirieron que el sistema podia mejorarse incrementando la biomasa activa.

1.6. Planteamiento del problema

1.6.1. Justificacién

Dentro de las razones por las cuales el MTBE aun persiste en la naturaleza se
encuentran su poca adsorcion en suelos, su gran movilidad y sus bajas tasas de
degradacion, lo que no permiten su atenuacion natural. El problema de
contaminacion por este oxigenante de la gasolina es un problema actual que
requiere de una solucion urgente y de una tecnologia econdmicamente rentable
y efectiva. Hasta la fecha, no se ha encontrado un procedimiento completamente
adecuado para el tratamiento de MTBE en sitios contaminados, lo que abre la
brecha para su estudio tanto en aguas como en aire, ya que si se hace una
extraccion de vapores del suelo o un arrastre o extraccion con aire u
operaciones de tratamiento de aguas, se generan grandes corrientes de aire
contaminadas con MTBE que requieren de un mayor procesamiento.

La biofiltracion ha demostrado ser un proceso de bajo costo, adecuado para
tratar compuestos organicos volatiles como tolueno, xilenos, entre otros; y que
puede funcionar alimentando uno o mas sustratos como en el caso de los
biofiltros empleando cometabolismo para tratamiento de tricloroetileno (TCE).

La justificacion de usar un reactor cometabdlico radica en el hecho de reducir los
periodos de aclimatacién en el biofiltro que van desde 6 meses® hasta 1 afio® e
incrementar rapidamente la biomasa activa para garantizar una remocion alta de
MTBE (superior a 1.8 g m™ h” (Dupasquier y col.*®) y 8 g m™ h™ (Eweis y col. %)).
Estudios previos han demostrado que el MTBE usado como unica fuente de

carbono produce rendimientos pobres®®% o que sugiere un periodo de arranque
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muy lento y capacidades de eliminacion bajas. La hipotesis del trabajo reside en el

hecho de lograr incrementar la biomasa activa en el biofiltro para alcanzar mayores

tasas de degradacion de MTBE comparadas con las obtenidas en experimentos

similares. Por ello nos planteamos estudiar el desempefio de un biofiltro para

degradar MTBE en cometabolismo con un hidrocarburo alifatico.

1.6.2. Objetivos

General

Implementacion y caracterizacion de un biofiltro para la degradacién de MTBE

en aire por cometabolismo con hexano.

Particulares

Calculo de la cantidad de hexano y MTBE capaz de adsorberse en los
soportes, turba y perlita y evaluaciéon del desempefio de la turba y de la
perlita como materiales de empaque en biofiltros.

Evaluacion de la cinética de degradacion cometabdlica de MTBE en
biofiltros y en microcosmos.

Caracterizaciéon del biofiltro. Estudio de los factores que Ilimitan el
crecimiento de los microorganismos y la actividad degradadora como son
la acumulacién de biopolimeros, subproductos y el control de pH.
Determinacion del efecto de la concentracion de entrada de hexano con
respecto al desempefo del biofiltro para conocer si hay limitacion por
reaccion biolégica o por transporte de materia o ambas.

Analisis de aspectos dinamicos del sistema, suspension de la
alimentacion de hexano y suspension de la alimentacion de MTBE.

Evaluacioén de las condiciones hidrodinamicas del biofiltro.

50



Capitulo 2. Materiales y Métodos
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2.1. Estrategia experimental

La estrategia experimental general que se planteé fue la que se describe en la

Figura 7. Por un lado, se hicieron experimentos de biofiltracién en reactores de

0.5Ly2.5Lypor otro, experimentos en lote empleando botellas seroldgicas.

Experimentos en lote
(Microcosmos)

Experimentos de biofiltracion

Experimentos de adsorcion de
MTBE y hexano en turba y
perlita sin microorganismos. Se
cuantificé la cantidad de COVs
adsorbido en los soportes.

Experimentos de adsorcion de
MTBE y hexano en reactor
empacado con perlita sin
microorganismos. Se cuantifico
la cantidad de COVs adsorbido.

Experimentos cinéticos con
muestra tomada de los biofiltros
empacados con perlita (del dia
29 de operacion). Se evalud la
actividad del microorganismo
ante limitaciones de humedad o
nutrientes.

Experimento 1, (E1). Se
inocularon 6 biofiltros (0.5 L) con
Pseudomonas aeruginosa. Se
empacaron con turba o perlita y
se operaron durante 40 dias. Se
eligié el mejor soporte.

Experimentos cinéticos con
soporte tomado del biofiltro de
2.5 L (del dia 51 de operacion).
Se evalué6 la actividad del
microorganismo.

Experimento 2, (E2). Se inoculo
un biofiltro de 25 L con
Pseudomonas aeruginosa. Se
empaco con perlita y se opero
durante 98 dias. Se caracterizo
el sistema.

Experimentos cinéticos con
perlita tomada del biofiltro de 2.5
L (del dia 98 de operacién). Se
evalud la actividad del
microorganismo y se
comprobaron problemas de
transporte en la biopelicula.

Experimento 3, (E3). Se inoculd
un biofitro de 2.5 L con
Pseudomonas aeruginosa. Se
empaco con perlita y se operé
durante 82 dias. Se evalud la
hidrodinamica del sistema.

Figura 7. Esquema general de la estrategia experimental utilizada.

En los tres experimentos de biofiltracion se agregé medio de sales minerales

(MM) con una periodicidad diferente. Esto generé lixiviados (percolacién de MM

a través del lecho) a los que se les midi6 el pH y el contenido de carbono.
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2.2. Soportes

2.2.1. Turba

Uno de los materiales de empaque que se empled en los experimentos de
biofiltracion fue la turba, ya que posee una alta capacidad de retencién de agua
(70 %), gran porosidad, y ademas libera nutrientes debido a la descomposicion
de la materia organica de la que se encuentra constituida. Sin embargo, estos
materiales son altamente recalcitrantes y es poco probable que la Pseudomonas
aeruginosa inoculada en los experimentos sea capaz de utilizarlos. La turba es
acida e hidrofébica, y contiene una poblacion nativa de microorganismos por lo
que hubo que esterilizar durante 1 hora a 120 °C y 15 Ibs in de presién para
asegurarse de que no hubiera ningun microorganismo vivo y neutralizarse con
hidréxido de calcio segun la relacion 0.04 g Ca(OH), g turba seca™ manejada

|96

por Acufia y col.”™ En la Tabla 2.2.1. se enlistan algunas de sus caracteristicas

principales.

Tabla 2.2.1. Caracteristicas de la turba, (adaptado de Hernandez®").

Caracteristica

pH 3.65
Humedad inicial 13%
Humedad de equilibrio 65%
Porcentaje de cenizas 1.76%
Porcentaje de materia organica 85-95%
Densidad aparente 0.19 g turba seca cm™
Densidad real 0.46 g turba humeda cm?
Volumen de poros 57.87%

2.2.2. Perlita

El otro soporte utilizado en los experimentos de biofiltraciéon fue un material
inorganico constituido principalmente por silicatos de aluminio conocido como
perlita o agrolita. En la Tabla 2.2.2. se presentan algunas de sus caracteristicas
principales. Este soporte posee propiedades importantes que se buscan en los

materiales de empaque, como son: alta capacidad de retencion de agua (60 %),
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gran porosidad, pH neutro y generacion de bajas caidas de presién. Ademas, es
un material de empaque ampliamente empleado en biofiltracion como agente

abultante.

Tabla 2.2.2. Caracteristicas de la perlita

Caracteristica

pH 6.86

Humedad inicial 0%

Humedad de equilibrio 60%
Porcentaje de cenizas 0%

Porcentaje de materia organica 0%

Densidad aparente 0.15 g perlita seca cm™
Densidad real 0.39 g perlita himeda cm™
Tamafio promedio de particula 2.36 mm

En la Figura 8 se muestran los materiales utilizados como soportes en los

experimentos de biofiltracion.

Figura 8. Soportes empleados en los experimentos de biofiltracion. A) Turba. B) Perlita.

2.3. Inéculo

2.3.1. Microorganismos

Como indculo se utiliz6 una bacteria identificada como Pseudomonas
aeruginosa, aislada de muestras de suelo contaminado con gasolina por Morales

y col.%. Esta fue proporcionada por el Instituto Mexicano del Petréleo (IMP). ElI
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microorganismo fue aclimatado y propagado en medio mineral (MM) en
matraces con adiciones periddicas de MTBE y hexano durante 4 meses.

La Pseudomonas aeruginosa empleada es un bacilo gram negativo que mide
0.5-1.0 um X1.5-5.0 um. P. aeruginosa tiene movilidad por accion de un flagelo,
aerobio estricto con oxigeno como aceptor final de electrones. Sin embargo, en
algunos casos el nitrato puede ser usado como un aceptor de electrones
alternativo. Producen fluorescencia por la generacion de pigmentos azules o
verdes y son organismos saprofitos o patdégenos oportunistas en animales. Cabe
mencionar que la mayoria de las especies de Pseudomonas no pueden crecer
bajo condiciones acidas (pH 4.5) y no requieren de factores organicos de

crecimiento®.

Figura 9. Micrografia electrénica de la cepa Pseudomonas aeruginosa.

2.3.2. Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado ha sido empleado previamente por Morales y col.%2.
La composicion del medio mineral es la siguiente, (g L™): KoHPO,, 2; KH,POs,
1; NH4CI, 0.75; MgSO,4, 0.5; CaCl,, 0.018; y 1 ml de solucion de elementos
traza®>. La composicién de ésta se muestra en la Tabla 2.3.1. La solucion
mineral fue esterilizada en autoclave a 120 °C y 15 Ib in de presion durante 15

min. antes de utilizarse.
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Tabla 2.3.1. Composicion de la solucion de elementos traza.

Elemento Cantidad (g L™)
HCI concentrado 6.76 ml
FeCl,.4H,0 1.5
Disolver totalmente

H3BO; 0.06
MnCl,.4H,0 0.1
CoCl,.6H,O 0.12
ZnCl, 0.07
NiCl,.6H,0 0.025
CuCl,.2H,0 0.015
NaMoO,.2H,0 0.025
EDTA 5.2

2.4. Sistemas experimentales y condiciones de operacion

2.4 1. Sistema de biofiltracion 1

El primer sistema de biofiltracién estuvo constituido por 6 pequefios biofiltros de
0.5 L colocados en una camara a temperatura controlada a 30 + 2°C, Figura 10.
Un flujo de aire generado por un compresor se reguld y se alimenté a un
humidificador hasta saturarlo con vapor de agua. Este flujo se mezclé con una
corriente contaminada de vapores de MTBE y hexano previamente generada al
burbujear un pequefio flujo de aire en evaporadores conteniendo a los
contaminantes. La corriente global fue distribuida a través de los reactores a un
flujo de 100 ml min™.

Se probaron dos diferentes soportes, turba y perlita, en experimentos por
triplicado. Las condiciones de operacion de arranque del sistema fueron las que
se presentan en la Tabla 2.4.1.

Se utilizé un indculo con una densidad 6ptica (DO), medida a 600 nm en un
espectrometro (UV/Vis Lambda 11, Perkin Elmer, Alemania), de 0.104
correspondiente a 8 mg proteina L' de acuerdo al método de Lowry®.
Posteriormente el indculo fue mezclado con los soportes en un ambiente estéril y

empacado en las columnas.
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Figura 10. Sistema de biofiltracién: 1, compresor de aire; 2, regulador
de presion; 3, valvula de precision; 4, humidificador; 5, rotametro; 6,
bombas peristalticas; 7, recipientes de hexano y MTBE; 8, mezclador; 9,
distribuidor; 10, biofiltros; 11, venteo.

Tabla 2.4.1. Condiciones de operacion de los biofiltros de 0.5 L.

Condiciones generales

Volumen util de biofiltros 04L

Diametro interno 0.046 m

Flujo de aire 0.1L min™
Concentracion de entrada (hexano) 19 m™ hasta 5.8 g m*
Concentracién de entrada (MTBE) 0649 m™ hasta 5.2 g m>
Temperatura 30 + 2°C

Tiempo de residencia 4 min

Biofiltros empacados con turba

pH 6.76

Humedad 73 %

Densidad de empaque 281 g turba seca L™ reactor
Masa de turba seca 11249

Biofiltros empacados con perlita

pH 6.85

Humedad 50 %

Densidad de empaque 146 g perlita seca L reactor
Masa de perlita seca 58.4¢
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2.4.2. Sistema de biofiltracion 2

En el segundo sistema de biofiltracion se hizo un escalamiento del sistema hasta
un volumen de 2.5 L con el fin de estudiar la hidrodinamica de éste. En este
sistema la corriente de aire fue suministrada por un compresor, ésta fue dividida
en dos partes, una para alimentar a los recipientes de MTBE y de hexano y la
otra para alimentar un humidificador. Las corrientes conteniendo a los solventes
fueron previamente mezcladas. Posteriormente este flujo de aire contaminado
con vapores de MTBE y hexano fue mezclado con el flujo de aire saturado con
agua y finalmente alimentado al biofiltro. La humedad y los nutrientes dentro del
biofiltro fueron controlados agregando una solucidon de sales minerales
empleando una bomba peristaltica y una esprea. El esquema del dispositivo

experimental se muestra en la Figura 11.
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Figura 11. Sistema de biofiltracion: 1, compresor; 2,
humidificador; 3, valvula de bola; 4, vélvula de aguja; 5,
contenedores de MTBE y hexano; 6, mezclador; 7, valvula de
tres vias; 8, esprea; 9, biofiltro; 10, recipiente de medio mineral;
11. bomba peristaltica; 12, venteo.
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Se decidio trabajar con el soporte perlita (diametro de particula, 2.36 mm) dados
los resultados obtenidos en el primer experimento de biofiltracion. Las
condiciones de operaciéon de arranque del sistema fueron las que se presentan
en la Tabla 2.4.2.

Se empled un inéculo fresco con un contenido de proteina de 19 mg proteina L
medido de acuerdo al método de Lowry; posteriormente, éste se mezclé con el
soporte solido en un ambiente estéril generando una biomasa inicial de 8.8 mg

biomasa g™ soporte seco, segtin el método de peso seco y termogravimetria.

Tabla 2.4.2. Condiciones de operacion del biofiltro de 2.5 L.

Condiciones generales

Volumen util de biofiltro 25L

Didmetro interno 0.056 m

Flujo de aire 0.3L min™

Carga de entrada (hexano) 15 hasta 50 gm™> h™
Carga de entrada (MTBE) 10 hasta30 gm™>h”
Temperatura 30 +2°C

Tiempo de residencia 8.33 min.

pH 6.84

Humedad 52.5%

Densidad de empaque 164 g perlita seca L’
Masa de perlita humeda 862.6 g

2.4.3. Acondicionamiento de la fase gaseosa

2.4.3.1. Aire humedo

El aire fue suministrado por un compresor (Sears Craftsman modelo 919.
153131) de 3 HP con una capacidad para generar un flujo de 241 L min™" en
condiciones estandar. El flujo de aire fue controlado con un regulador de presién
(Micro QB 0, Modelo 0.103.002.322, Estados Unidos), una valvula de aguja y
medido con un rotametro. Posteriormente, esta corriente de aire fue saturada

con agua al hacerla pasar a través de un humidificador. Después se midi6 la
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humedad relativa de este flujo con un medidor de humedad relativa capacitivo
(Humicor, Estados Unidos), la cual fue del 99 % (Figura 10).

2.4.3.2. Metil ter-butil éter

Para el primer experimento de biofiltracién (Figura 9), los vapores de MTBE se
obtuvieron haciendo burbujear aire en un contenedor de MTBE utilizando una
bomba peristaltica (Cole Parmer Instrument Co., Modelo 7519-10, Estados
Unidos). En los siguientes dos experimentos de biofiltracion (Figura 10), se
burbujed un flujo de aire controlado por un regulador de presion y una valvula de
aguja y medido con un rotdmetro, en un recipiente con MTBE.

2.4.3.3. Hexano

Para obtener los vapores de hexano se hizo el mismo procedimiento que en el
caso del MTBE. Posteriormente, se mezclaron las tres corrientes (hexano,
MTBE y aire humedo), se alimentaron a un distribuidor y se enviaron a través de
los lechos empacados de los biofiltros (Figuras 10y 11).

A) Caracteristicas fisicoquimicas del Hexano

Las caracteristicas fisicas y quimicas de este compuesto son de fundamental
importancia para entender los fendmenos de transporte de materia y de reaccién
quimica que tienen lugar en los biofiltros. Las propiedades principales del

hexano se resumen en la Tabla 2.4.3.

Tabla 2.4.3. Propiedades fisicas y quimicas del Hexano.

Propiedad

Formula Molecular CsHia
Peso Molecular (g mol ™) 86.18
Densidad a 25 °C (g cm™)® 0.66
Temperatura de ebullicién a 760 mmHg (°C)* 69
Presién de vapor a 25 °C (mmHg)® 150
Solubilidad en agua a 25 °C (mg L") 9.5
Constante de la ley de Henry a 25 °C (bar m®> mol™")° 1.315
Coeficiente de particion a 25 °C (H/RT) 80.5

FUENTE: 2Rafson, H. J. Odor and VOC Control Handbook, Mc Graw Hill, E.UA., °Chemfinder Database,
°NIST Database.
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2.4 4. Sistemas en lote (microcosmos)

Una primera serie de experimentos en ambiente cerrado consistié en evaluar las
tasas de degradacion de hexano y de MTBE con muestras de perlita de los
biofiltros de 0.5 L. Se tomé 1 g de perlita y se coloco en botellas serologicas de
162 ml selladas con valvulas Mininert (VICI; Baton Rouge, LA). Se hicieron
experimentos por duplicado con muestras de cada una de las columnas
empacadas con perlita. Un experimento se hizo con soporte soélo, otro con
soporte y 10 ml de medio mineral y finalmente otro con soporte y 10 ml de agua.
Los microcosmos se incubaron a una temperatura de 30 °C y a una velocidad de
agitacién de 120 rpm. Se alimentaron 2 ul de MTBE y 2 ul de hexano a cada una
de las botellas.

También se hicieron experimentos en lote con muestras del biofiltro de 2.5 L con
el objetivo de evaluar las tasas de degradacién de hexano, MTBE y TBA. Los
experimentos fueron hechos en botellas serolégicas de 162 ml selladas con
valvulas Mininert, Figura 12. Se agregaron 2 g de perlita en el caso de los
microcosmos en medio solido y 1 g de perlita y 25 ml de medio mineral para los
microcosmos en medio liquido. Se adicionaron 2 uL de hexano y 2 ul de MTBE
para una serie de experimentos y 2 ul de hexano y 2 ul de TBA para otra serie
de experimentos. Las botellas se incubaron a una temperatura de 30 °C y a una
velocidad de agitacion de 120 rpm. Las tasas maximas de degradacion (Vuax)
fueron obtenidas ajustando los datos experimentales al modelo de Gompertz, tal

como lo reportan Acufia y col.®®. Este se describe en el Anexo |.

Figura 12. Botella serolégica empleada en los
experimentos de microcosmos.
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2.5. Procedimientos analiticos

2.5.1. Concentracién de metil ter-butil éter y hexano en fase gaseosa

Las concentraciones de hexano y de MTBE se determinaron utilizando un
cromatdgrafo de gases. Se tomd una muestra de 250 ul y de 100 ul de fase
gaseosa para el analisis de las concentraciones en los biofiltros y en los
microcosmos respectivamente utilizando una jeringa para gases (Hamilton
Company; Reno, Nevada; Estados Unidos). Se empledé un cromatégrafo de
gases provisto de un detector de ionizacién de flama (Hewlett Packard 5890,
Estados Unidos) y una columna capilar de metil silicon (30 m X .32 mmy .25 um
de espesor de pelicula). Como gas acarreador se uso6 nitrégeno con un flujo de
1.6 ml min™'. Las condiciones de operacion fueron: inyector, 180 °C; columna,
50 °C; y detector, 210 °C.

Las concentraciones de hexano y de MTBE, en los siguientes experimentos de
biofiltracion (segundo y tercero), se evaluaron utilizando un cromatégrafo de
gases (Agilent Technologies serie 6890N, Estados Unidos) equipado con un
detector de ionizacién de flama (DIF, por sus siglas en espafiol) y una columna
capilar AT"™M-WAX de (25 m X .25 mm de diametro interno y .20 um de espesor
de pelicula). Como gas acarreador se usé helio con un flujo de 0.5 ml min™. Las
temperaturas de operacion fueron: inyector, 200 °C; columna, 60 °C; y detector,
250 °C.

2.5.2. Concentracion de metil ter-butil éter y alcohol terbutilico en fase liquida
Las concentraciones de MTBE y TBA en fase liquida se cuantificaron utilizando
un cromatografo de gases (Hewlett Packard 5890, Estados Unidos) provisto de
un detector de ionizaciéon de flama y de una columna capilar (Alltech, Estados
Unidos) AT-1000 (10 m X .53 mm y 1.2 um). Como gas acarreador se uso
nitrégeno con un flujo de 4 ml min™'. Las condiciones de operacién fueron:
inyector, 150 °C; columna, 50 °C; y detector, 180 °C.
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2.5.3. Produccién de diéxido de carbono

Las concentraciones de CO, y O,, en los primeros experimentos en ambiente
cerrado (microcosmos), se cuantificaron con un cromatégrafo de gases equipado
con un detector de conductividad térmica (GOW MAC serie 550, Estados
Unidos) y una columna concéntrica CTR-I, (Alltech, Estados Unidos) con helio
como gas acarreador a un flujo de 65 ml min™. Las temperaturas de operacion
fueron: inyector, 30 °C; columna, 30 °C; y detector, 70 °C. La corriente del
detector fue fijada en 150 mA.

La concentracién de COg, en los siguientes experimentos, fue determinada con
el mismo cromatografo de gases con el que se midieron las concentraciones de
MTBE y hexano en fase gaseosa (Agilent Technologies serie 6890N, Estados
Unidos) equipado con un detector de conductividad térmica y una columna
porapak Q 80/100 (6" X 1/8” SS) usando helio como gas acarreador con un flujo
de 4 ml min™. Las condiciones de operacion fueron: inyector, 110 °C; columna,
60 °C; y detector, 160 °C.

2.5.4. Caida de presion
La caida de presion se monitored utilizando un mandmetro de tubo en U con

H>0O como liquido manomeétrico.

2.5.5. Flujo

El flujo fue medido periddicamente con un burbujémetro y un rotametro (Cole
Parmer Instrument Co., Modelo 32047-23, Estados Unidos) para fijarlo, en el
caso de las columnas de 0.5 L en 100 ml min™", y en el reactor de 2.5 L en 300

ml min™.

2.5.6. pH
El pH de los lixiviados del reactor asi como el pH de los soportes antes y
después de inocularse se midi6 con un potenciometro (Conductronic 20,

México).
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2.5.7. Humedad

La humedad al inicio y al final de los experimentos de biofiltracién se cuantifico
por analisis termogravimétrico diferencial con un equipo TG-DTA (SPA-409EP
NETZSCH, Espana) y por calculo de los sdlidos suspendidos volatiles al
cuantificar la pérdida de peso. Se tomd una muestra representativa de los

biofiltros, asi como los pesos inicial (W|25°C) y final (W| ), es decir, antes y

100°C
después de secar con una estufa (Industrias Technicare, S.A., Naucalpan, Edo.

de México) durante 24 h a 100 °C. La humedad se calculé como:

w -w
Humedad (%) = L hve P hore Jxl 00 ec. 1

|25°C
Para la determinaciéon del contenido de humedad en el biofiltro de 2.5 L, éste fue
dividido en cuatro médulos (MI, Mll, Ml 'y MIV).

2.5.8. Biomasa
La biomasa al igual que la humedad se cuantificé por analisis termogravimétrico
diferencial utilizando un equipo TG-DTA (SPA-409EP NETZSCH, Espafia) y por

el método de peso seco o sdlidos volatiles (SV)'®

ya que la biomasa no se
encuentra suspendida sino adherida al soporte sélido. Se tomo el peso de la
muestra después del secado en la estufa donde se consideré que se habia

perdido toda la humedad del soporte y posteriormente se hizo un calcinado en
una mufla durante 2 h a 550 °C para remover todo el contenido de materia
organica, se peso y se calculé la biomasa como:

W]

-] &
100°C 550°C — biomasa ecC. 2

Wl

Biomasa =
550°C gsoporte—seco

La biomasa no fue cuantificada en el caso de la turba debido al contenido de
microorganismos nativos en la misma. En el caso de la perlita la cuantificacion
de ésta si fue posible. No existe ninguna interferencia dado que este soporte no
contiene microorganismos propios a su origen.

La cuantificacion del contenido de biomasa en el biofiltro de 2.5 L se realizé en

los cuatro modulos en los que fue dividido.
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2.5.9. Proteina

La cuantificacién de proteina se hizo por medio del método de Lowry®
utilizando un Kit de Biorad, el cual, posee un limite maximo de deteccion de 250
mg L.

El primer paso fue hacer una curva de calibracién usando como estandar el
suero de albumina bovina. Se ley6 la absorbancia, a 750 nm de longitud de
onda, de una concentracion conocida de proteina con un espectrémetro (UV/Vis
Lambda 11, Perkin Elmer, Alemania) y se construy6 la curva que relaciono
ambas variables.

Para la preparacién de la muestra se tomd una alicuota de 1 ml de inéculo o
muestra de medio mineral con células, y se centrifugé durante 10 min. a 14,000
rpm, posteriormente se retird el sobrenadante y se procedi6 a hacer la digestion.
Se adiciond 1 ml de sosa 0.2 N al pellet residual y se hirvié durante 15 min., se
enfrid y se tomd una muestra de 200 pL de la solucion con células digeridas. Se
agregaron los reactivos de Fouling, 100 uL del reactivo A y 800 puL del reactivo
B, se agitod en el vortex para homogeneizar y se guardo en la oscuridad durante
15 min. para finalmente medir en el espectrometro. Se prepard un blanco de
sosa de igual manera.

La cuantificacion del contenido de proteina, al igual que el de humedad y

biomasa, se realizé en los cuatro moédulos en los se dividid el biofiltro de 2.5 L.

2.5.10. Analisis elemental (CHONS)

Se hizo el analisis elemental de una muestra de perlita cubierta de biopelicula
extraida del biofiltro, con el objeto de obtener la composicién de la biomasa
presente. Se corridé un blanco con perlita seca sin microorganismos. Para ello se
utilizé un analizador elemental (CHNS/O Analyser, Series I, 2400 Perkin Elmer,
Estados Unidos) que utiliza helio a 60 Ibs plg?, oxigeno a 20 Ibs plg? y argén a
15 Ibs plg?. El equipo se calibré utilizando acetanilida (Norwak, CT 06859,
Estados Unidos) como estandar organico analitico de composicion: Carbono,
71.09 %; Hidrégeno, 6.71 %; Oxigeno, 11.84 %; Nitrégeno, 10.36 % y -COCHjs,
31.85 %.
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2.5.11.Contenido de carbono organico e inorganico
Se cuantificd el carbono organico e inorganico presente en los lixiviados del
biofiltro con el fin de cerrar los balances de carbono. Se hicieron
determinaciones del carbono total entendiéndose éste como la suma del
carbono organico mas el carbono inorganico, utilizandose para ello un analizador
de carbono organico total (Shimadzu 5000 A, Estados Unidos).
TC =TOC + IC ec. 3

donde,

TC = Carbono total en ppm

TOC =Carbono organico en ppm

IC = Carbono inorganico en ppm
Para la determinacion del carbono total se usé un volumen de inyeccién de 32 pl
y para el carbono inorganico se utilizd un volumen de inyeccion de 13 pl; se
hicieron mediciones por duplicado en cada uno de los casos. Se construyeron
curvas de calibracion empleando una solucidn estandar de carbonato y
bicarbonato de sodio desde una concentracion de 0 ppm hasta una
concentracion de 500 ppm para el caso de carbono total y de 0 ppm hasta 50
ppm para el carbono inorganico. Las condiciones de operacion fueron:
temperatura del horno, 680 °C y temperatura del deshumidificador,1.1 °C. El
carbono organico se determiné por la diferencia entre el carbono total y el

carbono inorganico.

2.6. Experimentos de biofiltracion

2.6.1. Definiciones

2.6.1.1. Carga

La carga del reactor es un parametro que nos indica la cantidad de contaminante
que estamos alimentando al sistema, es decir, son los gramos de contaminante
de entrada por unidad de volumen de reactor y por unidad de tiempo. Se calcula
como:

Cg, .
Carga = [Mj xFlujo,,, ec. 4

reactor

66



donde,

Carga= Carga de entrada al reactor, en g m™ eactor h™.

Cg,..= Concentracion de entrada del compuesto i en fase gaseosa, en g m™,
V... = Volumen del reactor, en m°.
Flujo,. = Flujo de aire, en m®> h™".

2.6.1.2. Capacidad de eliminacién

La capacidad de eliminacién (CE) del compuesto i esta definida como los
gramos de contaminante divididos entre el volumen del reactor y por unidad de
tiempo. La cantidad de contaminante removido en un sistema de biofiltracién se

expresa generalmente con este parametro, y se calcula de la siguiente forma:

Cg, .—Cg .
CE = [6"”—“’1’ xFlujo,,. ec. 5
reactor
donde,
CE=  Capacidad de eliminacién del reactor, en g m™ rcactor ™.
Cg,..= Concentracion de entrada del compuesto i en fase gaseosa, en g m™,
Cg,,.= Concentracion de salida del compuesto i en fase gaseosa, en g m™,
= Volumen del reactor, en m°.
Flujo_, = Flujo de aire, en m* h™".

2.6.1.3. Eficiencia de remocién
La eficiencia de remocion (ER) es otro parametro importante que nos indica el
desempefio del biofiltro. Es un parametro referido como porcentaje que se

calcula de la siguiente manera:

Co . —Co .
ER = 100{MJ ec. 6
Cgent,[
donde,
ER= Eficiencia de remocion del reactor, en %.

Cg,,.= Concentracion de entrada del compuesto i en fase gaseosa, en g m>.
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Cg,,.= Concentracion de salida del compuesto i en fase gaseosa, en g m™.

2.6.2. Experimentacion

2.6.2.1. Variacion de la carga

A) Experimento de biofiltracion 1

En el primer sistema de biofiltracién, Figura 9, se hizo un experimento de
aproximadamente 40 dias de duracion en donde se probaron diversas cargas de
entrada haciendo variar las concentraciones tanto de hexano como de MTBE.
Este experimento se hizo con el fin de apreciar la respuesta de la cepa de
Pseudomonas aeruginosa ante diferentes concentraciones de contaminantes
(MTBE y hexano) y evaluar sus tasas de remocion. Los cambios se hicieron de
manera paulatina dejando al sistema varios dias en la misma carga. Para el
hexano se probaron cargas, del dia 0 al dia 6, de 32 g m h'1; del dia 7 al dia 11,
de 42 gm™h™; del dia 12 al dia 18, de 89 g m> h™'y del dia 19 al dia 40, de 60 g
m= h™. En el caso del MTBE solo se hicieron tres variaciones de carga, del dia 0
al dia 11, de 16 g m™ h™"; del dia 12 al dia 21, de 73 g m™> h™ y del dia 22 al dia
40,de 76 gm>h™,

B) Experimento de biofiltracion 2

En el biofiltro de 2.5 L (Figura 10), se corrié un experimento de 98 dias, variando
las concentraciones de entrada de MTBE y de hexano a lo largo del periodo de
operaciéon del sistema. Este experimento se hizo con el fin de evaluar las tasas
de eliminacion de MTBE y hexano asi como analizar ciertas variables que
influyen en el comportamiento de los biofiltros. Para el MTBE las cargas
probadas fueron, del dia 0 al dia 12, de 25 g m™ h'1; del dia 13 al dia 36, de 11.4
g m>h™; del dia 37 al dia 63, de 18 gm™> h™'y del dia 64 al dia 98, de 35 gm™>h-
' Para el hexano las cargas probadas fueron, del dia 0 al dia 17, de 53 gm=>h™;
del dia 18 al dia 36, de 14 g m™ h™; del dia 37 al dia 50, de 49 g m™ h™'y del dia
51 al dia 63, de 26 g m3h™., Posteriormente, a partir del dia 64, se iniciaron unos
experimentos de carga contra CE dejando estabilizar el sistema dos dias entre

cada cambio de carga y correspondiente lectura de CE. Cabe sefalar que se
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hicieron dos experimentos de este tipo, uno entre los dias 64 y 74 y otro entre

los dias 78 y 98 de operacion.

2.6.2.2. Fendmenos de adsorcidn de hexano y MTBE sobre perlita y turba

A) En experimentos en lote

Los estudios de adsorcidn se hicieron en botellas serologicas de 162 ml selladas
con valvulas Mininert (VICI; Baton Rouge, LA) colocandolas en una camara de
temperatura controlada a 30 °C. Se introdujo 1 g de turba o perlita a cada botella
y diversas cantidades de hexano y MTBE haciendo experimentos por duplicado.
Se midid la concentracion en la fase gaseosa a través del tiempo hasta alcanzar
el equilibrio de adsorcién por cromatografia de gases muestreando 100 ul con
una jeringa para gases (Hamilton Company; Reno, Nevada). Las
concentraciones de hexano y MTBE adsorbidas se calcularon por balance de
materia y se ajustaron a un modelo de Langmuir y de Freundlich. Las

ecuaciones para estos dos modelos son las siguientes:

. K
Isoterma de Langmuir: q :& ec.7
KZ + Cent
Isoterma de Freundlich: q=k.C," ec. 8

Donde K, y K, son las constantes del modelo de Langmuir, y k,y n son los

parametros del modelo de Freundlich.

Para determinar los valores correspondientes de estos parametros, se linealizan
las ecuaciones y se grafican las relaciones para obtener las pendientes e
interceptos.

Linealizando resulta,

Conr - [&j + [L] C,, ec. 9
q K, K,
Ing=nInC,, +Ink, ec. 10

De aqui se despejan los parametros de los modelos de Langmuir y de

Freundlich, respectivamente.
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B) En biofiltro

La cantidad de hexano y de MTBE adsorbido q (g de contaminante m™ de lecho
humedo) en biofiltro, se determind graficando las curvas de rompimiento para
dos diferentes concentraciones de entrada de hexano y de MTBE, de 3.8 g m?y
24 gm>yde1.9gm3y6.1gm?> respectivamente. Se empled un reactor de
2.5 L empacado con perlita con un tiempo de residencia de 8.33 minutos. Se
fijaron las concentraciones de entrada de hexano y de MTBE. Posteriormente se
interrumpio la alimentacion de solventes y se midio la concentracion a la salida
del lecho para ver su evolucion a través del tiempo.

La metodologia empleada para calcular la cantidad adsorbida en el soporte fue
la utilizada por Delhoménie y col.*". El tiempo estequiométrico (t, s) relacionado
a la dinamica de adsorcion es definido a partir de datos experimentales de

acuerdo con Ruthven'® (1984):

t:]g(l—@ t ec. 11

ent

donde,

C, = Concentracién de solvente a la entrada en g m™.

C(¢t) =Evolucién de la concentracion a la salida del biofiltro en el tiempo en g m™.
t= Tiempo en s.

Este tiempo también esta relacionado con la cantidad adsorbida en el lecho en el

equilibrio, g, de la siguiente manera, Ruthven'".

t=£[1+(1_—8Jij ec. 12
Vi & Cent

donde,
L = Altura del lecho en m.

v. = Velocidad intersticial del aire en m s™.

¢ = Porosidad del lecho himedo, en nuestro caso, 0.752.
Combinando las dos ecuaciones anteriores, se obtiene la cantidad de

contaminante adsorbido en la superficie de las particulas en el equilibrio.

70



1 0
= X|eQ|(C, —C())dt—¢V, , C ec. 13
71000, (1-2) L Q! (Con = €OV =V J

donde,

g = Contaminante adsorbido en las particulas en g contaminante g de lecho
himedo™.

p= Densidad de empaque en kg m™ de lecho himedo

V. =Volumen del lecho empacado en m>.

lecho
Q= Flujodeaireenm’s™.

Los datos experimentales de hexano y de MTBE adsorbido en el biofiltro, a dos
diferentes concentraciones y calculados a partir de la ecuacion anterior, se

presentan en el capitulo de resultados y discusion.

3.6.2.3. Permeabilidad relativa intrinseca
Durante el crecimiento microbiano en un lecho empacado, k& varia debido a

cambios en la fraccion vacia en el lecho; cambios de V, debido a la adsorcion o

desorcion de agua, produccién de agua por reaccion, consumo del soporte, si
éste es organico, y produccion de biomasa. El volumen total del lecho también
puede cambiar debido al empacado o hinchamiento. Estos cambios afectan al
diametro de particula y a la tortuosidad del lecho. No obstante, si la fase sélida,
volumen total del lecho, y contenido de agua permanecen constantes, la
reduccion de la porosidad del lecho sélo se debe al incremento de biomasa que
reduce el volumen ocupado por la fase gaseosa. De manera que k es una
medida indirecta del crecimiento de los microorganismos en el lecho.

Haciendo esta consideracion, las siguientes ecuaciones permiten calcular la
permeabilidad relativa intrinseca en el biofiltro al inicio y al final de su operacion.
La metodologia empleada para calcular la permeabilidad relativa intrinseca fue
la utilizada por Auria y col.’®. En su trabajo, estos autores plantean que en el
flujo de fluidos a través de un lecho poroso existen fenomenos cinéticos y
viscosos. La caida de presion, (AP), a través del lecho esta ligada a la velocidad

superficial del fluido por medio de la ecuacién de Ergun:
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%:aUhBUZ ec. 14

donde,
= Caida de presion entre la entrada y la salida del lecho poroso, en cm.
= Longitud del lecho, en cm.
= Velocidad volumétrica de flujo, en cm®s™.
A= Area transversal del lecho, en cm?.
0_

U :Z—Velocidad superficial del fluido, en cm s™.

a Yy p =Constantes de proporcionalidad.

El primer término de la ecuacion anterior representa la caida de presién debido a
los efectos viscosos, y el segundo término esta ligado a la inercia del fluido.
Asimismo, el flujo del fluido a través del soporte puede describirse con el No. de
Reynolds de particula:

_pUD,

N';. ec. 15
U

donde,

N';. =Numero de Reynolds de particula.
p= Densidad del fluido, en g cm™.
D, = Diametro de particula, en cm.

1= Viscosidad del fluido, en g cm™ s™.

Si el gas fluye en régimen laminar, es decir, N'; <1, la ecuacion de Ergun se

reduce a la ecuacion de Darcy:
—:aU=(—jU ec. 16

donde K es la conductividad hidraulica.
Cabe mencionar que esta ecuacion es valida para liquidos con densidad

constante. Sin embargo, si el fluido es un gas, la ecuacién puede usarse

72



tomando en consideracién una densidad promedio del gas entre la entrada y la
salida.

La conductividad hidraulica puede relacionarse con la permeabilidad relativa
intrinseca, &, definida como:

K
=2t
pwg

ec. 17

donde,
p, = densidad del agua, en g cm™.
g = Aceleracién de la gravedad, en cm s.
En trabajos previos, la ecuacién de Darcy ha sido justificada tedricamente en
modelos porosos simples'®, donde la permeabilidad intrinseca se ha definido
como:
gD’
k=——"t— ec. 18
72t"(1-¢)
donde,
t= factor de tortuosidad, 1.58 para esferas.

., , V
¢ = fraccion vacia en el lecho, s =1——.

t

V. = volumen total del reactor, en cm’.
V. = volumen ocupado por el sélido, en cm?®.
V. incluye el volumen ocupado por el agua, el soporte sdlido y los

microorganismos.

Al final de la operacion del segundo experimento de biofiltracion (reactor de 2.5
L), se desempacd el lecho y se reempacd una porcion del mismo en una
columna de vidrio de dimensiones similares a las del reactor. Se pesé6 la
cantidad de muestra empacada y se llené con agua hasta el limite donde se
encontraba el soporte, se midié la cantidad de agua que llenaba el espacio
vacio, y se calculd la porosidad en el lecho. Dicho parametro se utilizé para

calcular la permeabilidad relativa intrinseca.
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También se hicieron mediciones de caida de presion en funcién de la velocidad
superficial del gas al final de la operacién del tercer experimento de biofiltracién.
Se aplicdé la metodologia descrita y se obtuvo el valor de k. Los valores
calculados a partir de los datos experimentales se presentan en el capitulo de

resultados y discusion.

2.5.2.4. Microscopia electrénica de barrido

Para realizar las observaciones al microscopio electronico de barrido se tomaron
muestras al final de la operacion de los biofiltros de 0.5 L al igual que del reactor
de 25 L. Los microorganismos fueron fijados con wuna solucién de
glutaraldehido, posteriormente lavados con una solucion buffer de fosfatos 0.1M
y una solucion de tetradxido de osmio (OsO4) al 1 % para posteriormente ser
deshidratados gradualmente con mezclas desde 30 hasta 100 % de acetona en
agua durante 20 minutos en cada paso. Las muestras fueron secadas en un
desecador al punto critico (Samdri-780, Tousimis Research Corp., Rockville MD)
y recubiertas con oro para su observacion al microscopio electronico de barrido
digital (JSM-5900 LV; Jeol, Japdn) utilizando un voltaje acelerado de 13kV. Las
muestras fueron observadas en diferentes posiciones y se tomaron varias

micrografias electrénicas.

2.6.2.5. Distribucion de tiempos de residencia

El tiempo de residencia en el biofiltro fue determinado por medio de la técnica
estimulo-respuesta. En este tipo de experimentos se estimula al sistema
aplicando una perturbacion, en este caso, un pulso de un gas trazador, y se
observa como responde a este estimulo. Se obtiene una curva que representa la
distribucion de edades en el reactor, entendiéndose como edad de un elemento,
el tiempo que dicho elemento permanecioé en el reactor.

El tiempo medio de residencia puede ser determinado por, Levenspiel'**:
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]thdl‘
0

= 21CA ec. 19

7=l =
[ car 2.6,
0

La siguiente magnitud descriptiva, en orden de importancia, es la amplitud de la

distribucion, que cominmente se mide por la varianza o2, definida como'®*:

2 2 ’
az_zli Ci_zz_Zf,- C,-_{Zécf} ec. 20

> - >c | D¢
La varianza representa el cuadrado de la amplitud de la distribucidn y sus

1'% es particularmente util

dimensiones son (tiempo)®. Segun sefiala Levenspie
para comparar curvas experimentales con una curva de una familia de curvas
teoricas.

Se probaron dos diferentes flujos de aire, 200 ml min™' y 300 ml min™ para ver la
influencia de la velocidad del fluido en la dispersion en el biofiltro. Se inyectd un
pulso conocido de helio en la parte superior del reactor (4.117 cm® de He a
T=298.15 K y P=1 atm). A la salida de éste se conecté un detector de
conductividad térmica (DCT, por sus siglas en espafol), el cual registro la

diferencia de conductividades térmicas entre el aire (& =0.0257Wm'K') y

aire

25°C

el helio (k,,|,... =0.1513Wm™'K~") como una funcién del tiempo.

2125°C

La informacion obtenida con el trazador se empled para conocer el grado de
dispersion axial en el reactor de lecho empacado y se modelé de acuerdo a un
modelo de dispersion.

El modelo de dispersion o modelo de flujo disperso en piston implica que no
existen zonas muertas ni hay desviaciones o cortocircuitos del fluido en el
recipiente, sino que hay fluctuaciones debidas a velocidades de flujo diferentes y
a la difusion molecular y turbulenta.

La ecuacion diferencial basica que representa este modelo, en forma

adimensional es:

ec.21

2 _(2)oc o
00 \uL)ozZ* oz
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donde,

C= Concentracion en el reactor en el tiempo 0 y posicion Z.
D . . ., .

(—j = Moddulo de dispersion del recipiente.
u

Z =%= Variable adimensional que indica la posicién axial.

H:

tu . . .
= = Tiempo adimensional.

En general, este modelo representa satisfactoriamente el flujo cuando no se
desvia demasiado del de flujo en pistdon, como en lechos de relleno y tuberias

largas si el flujo es laminar.

Si (%j — 0 se tiene dispersién despreciable y se tiende a flujo en pistén.
u

Si (_Lj — o se tiene dispersion grande y se tiende a flujo en mezcla completa.
u
La solucién de esta ecuacién diferencial cuando se utiliza un método de flujo

para medir los tiempos de residencia, es la siguiente’®*:

1 _ -0y

o) 02,

C, =— = Concentracion adimensional con respecto a la concentracion inicial.
0

ec. 22

donde,

(%) = Parametro que mide el grado de dispersién axial.
u

De acuerdo a esta ecuacion, se obtuvo una familia de curvas de distribucion de
tiempos de residencia tedricas que se compararon con las curvas

experimentales.
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2.7. Experimentos cinéticos

2.7.1. Experimentos con soporte soélido

2.7.1.1. Con soporte sélido solo

Una primera parte de los experimentos consistio en evaluar las tasas de
degradacion de hexano y de MTBE ajustando los datos experimentales de
acuerdo al modelo de Gompertz®. Para ello se tomaron muestras de perlita de
los biofiltros de 0.5 L del dia 29 de operacion. También se hicieron experimentos
en lote con muestras de perlita del biofiltro de 2.5 L del dia 51 de operacion y
con muestra de perlita entera y perlita molida del dia 98 de operacion. En todos
los experimentos cinéticos se mantuvo una temperatura de 30 °C y una agitacion
de 120 rpm.

2.7.1.2. Con soporte sélido y agua

Los experimentos de microcosmos se hicieron con muestras de perlita de los
biofiltros de 0.5 L del dia 29 de operacién bajo las mismas condiciones que en el
caso del soporte solido s6lo, pero agregando agua para estudiar la influencia de

esta variable sobre las tasas de degradaciéon de MTBE y hexano.

2.7.1.3. Con soporte sélido y medio mineral

Estos experimentos en ambiente cerrado se hicieron con el objeto de estudiar el
efecto del medio mineral en las tasas de degradacion de MTBE y hexano y ver si
habia limitacion por nutrientes. Los experimentos se realizaron con muestras de
perlita de los biofiltros de 0.5 L bajo las mismas condiciones que en el caso del

soporte solido solo, pero agregando medio de cultivo.
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Capitulo 3. Resultados y discusion
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3.1. Experimento de biofiltraciéon 1

3.1.1. Desempefio de los reactores

A) Evolucion de la capacidad de eliminacién y eficiencias de remocion para el
hexano y MTBE

Se realiz6 un primer experimento de biofiltracion en donde se probaron dos
soportes, turba y perlita. Se hicieron experimentos por triplicado. Los biofiltros 1,
3 y 5 se empacaron con perlita y los biofiltros 2, 4 y 6 se empacaron con turba.
Se evaluaron las capacidades de eliminacion (CE = ((Cgent-Cgsal)XFIUjOaire)/Vreactor) Y
las eficiencias de remocion (ER = 100x(Cgen,-Csa)/Cgenti) tanto para el hexano
como para el MTBE a diferentes cargas de entrada de contaminante (Carga =
(CgentiXFlujoaire)/Vreactor). Los resultados obtenidos para los biofiltros empacados
con perlita se muestran en las Figuras 13 y 14. En la Figura 13 se presenta la
evolucion de la CE y ER de hexano durante los 40 dias de operacién del
sistema. Se alcanzé una CEyax de hexano de 60 g m™ h™ y una ER de 80 %.
Esta CE fue sostenida durante aproximadamente 7 dias. Sin embargo, a partir
del dia 20, la CE disminuy6 hasta 35 g m™ h™ debido probablemente a un
exceso de agua en el soporte. Ademas de posibles problemas de transporte de

masa al haber disminuido la concentracidn de entrada de hexano en fase

gaseosa Yy por lo tanto en fase liquida.
Carga promedio (g m>h™)
24 47 84 59

100 o I o

1] o9 o—0—0_
90 ° o,

| A
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Figura 13. Evolucion de la CE y ER de hexano en biofiltros
empacados con perlita. Las barras de error (L) representan la
desviacion estandar. Adicion de medio mineral (AMM) en los dias
713 17 26 y 34 (1)
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Los resultados mostrados reflejan el comportamiento promedio de los tres
biofiltros. Sin embargo, éste presenta grandes desviaciones tal como se resume
en la Tabla 3.1.1.

En la Figura 14 se muestran los perfiles de CE y ER de MTBE. En este caso,
también se mantuvo un periodo de estado estacionario de 9 dias (del dia 10 al
dia 19) con una CE promedio de 25 g m™ h™'. Posteriormente, se sostuvo una
CEwmix de 37 g m™ h™' y una ER de 70 % durante 4 dias. No obstante, la CE de
MTBE disminuyd a partir del dia 25 hasta 15 g m™ h™ debido presuntamente al
descenso de la CE de hexano dada la relacion cometabdlica existente. Al final

del experimento hubo una ligera recuperacion de la CE para finalizar en una CE

de MTBE de 25 g m>h™.

Carga promedio (g m>h™)
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Figura 14. Evolucion de la CE y ER de MTBE en biofiltros
empacados con perlita. Las barras de error (L) representan la
desviacion estandar. Adicion de medio mineral (AMM) en los dias

7,13,17,26 y 34 (1).

Del mismo modo, en las Figuras 15y 16 se presentan los perfiles de CE y ER
para hexano y MTBE obtenidos en los biofiltros empacados con turba. En éste,
se sostuvieron CEyix de hexano de 60 g m™ h” y ER de 90 % durante 8 dias.
Sin embargo, a partir del dia 21 de operacion, la CE descendid lentamente hasta

un valor de 15 g m™ h™ en el dia 40. Esto se atribuye a una sobresaturacién de
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agua (Tabla 3.1.2.) y a una disminucién de la concentracion de hexano (dia 22)

que dificultaron el transporte de éste a través de la biopelicula. Ademas, se

presentaron problemas de compactacion y taponamiento que impidieron una

buena distribucion del flujo de gas.
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Figura 15. Evolucién de la CE y ER de hexano en biofiltros
empacados con turba. Las barras de error (L) representan la
desviacion estandar. Adicion de medio mineral (AMM) en los dias

7,13,17,26y 34 (T).
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Figura 16. Evolucion de la CE y ER de MTBE en biofiltros
empacados con turba. Las barras de error (L) representan la
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Para el MTBE se obtuvo una CEyax de 27 ¢ m™ h™ y una ER de 90 %. Este
desempefo se sostuvo durante 5 dias. Posteriormente, la CE disminuy6
ligeramente y se estabilizé en 23 g m>h™.

A pesar de todas las dificultades encontradas, las capacidades de eliminacion
obtenidas fueron alentadoras con respecto a los obtenidas por otros autores en
experimentos de biofiltracién. Eweis, y col.*® obtuvieron CE promedio entre 6 y 8
g MTBE m™ h™ y eficiencias de remocion de 95 a 100 %. Mas recientemente,

Dupasquier y col.%® alcanzaron CE de MTBE tan sélo de 0.3a 1.8 gm>h™".

Tabla 3.1.1. Desempenfo de biofiltros en experimento 1.

Biofiltro Soporte Arranque (dias) CEmax HEXANO CEwmix MTBE  Zona de decaimiento

(@m®h”) (@m®h”)
1 Perlita 12 70 40 A partir del dia 34
3 Perlita 12 45 27 No hubo
5 Perlita 10 60 35 A partir del dia 25
2 Turba 12 60 40 A partir del dia 25
4 Turba 7 55 32 No hubo
6 Turba 12 60 30 A partir del dia 20

En general, en los 6 biofiltros se inici6 con cargas bajas de entrada (g
contaminante m™ h'1) y se tuvo un periodo de arranque de aproximadamente 12
dias con CE bajas tanto de hexano como de MTBE (Tabla 3.1.1). No obstante,
se tuvieron remociones cercanas al 100 %. Posteriormente se alcanzaron
periodos de estado estacionario hasta de 10 dias, en el mejor de los casos, con
CE de hexano de 60 + 10 g m> h™ y CE de MTBE de 35 + 5 g m® h™. Sin
embargo, se presentaron periodos de decaimiento de la CE debido a factores
como el secado, sobre humidificacion y problemas de transporte de materia.

Los biofiltros que se comportaron de manera similar fueron el biofiltro 2 y el
biofiltro 6 empacados con turba, y el biofiltro 1 y el biofiltro 5 empacados con
perlita. Los biofiltros 3 y 4 se comportaron diferente debido probablemente a su
posicion en la camara de temperatura controlada, ya que estuvieron mas
expuestos a la radiacién de calor. Hecho que pudo mermar su desempefo.

Cabe enfatizar que se tuvieron problemas de control de humedad en todos los
biofiltros, en unos se presenté secado (biofiltros con perlita) y en otros sobre

saturacion de agua (biofiltros con turba). Esto provocé compactacion vy
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taponamiento y por lo tanto una mala distribucion del flujo y descenso de la
remocion.
En la Figura 17 se muestra la correlacion encontrada entre la CE de hexano y la

CE de MTBE para los dos soportes empleados.
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Figura 17. Comportamiento de la CE de MTBE en funcion
de la CE de hexano en experimento 1.

En esta Figura se aprecia el aumento de la CE de MTBE en funcion de la CE de
hexano para los dos soportes empleados, turba y perlita. En el caso de la turba,
se tuvo un aumento mayor de la CE de MTBE en funcién de la CE de hexano
con respecto al de la perlita en tan sélo un 3 %. Por lo que podemos asegurar
que el uso de uno u otro soporte no incrementara apreciablemente las CE en el
biofiltro.

Por otra parte, en ambos casos se tuvo una respuesta aproximadamente lineal,
lo que nos permitid determinar un coeficiente cometabdlico promedio (CE MTBE
| CE hexano) de 0.40. Estos resultados corroboran la necesidad de tener un
sustrato utilizado como fuente de carbono y energia, que induzca la produccién

de enzimas y propicie el consumo de otro sustrato de dificil degradacion.
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B) Evolucion del pH
El pH de los biofiltros de 0.5 L se evalué midiendo el pH del lixiviado obtenido
después de la irrigacion de medio mineral. Esto se realizé en los dias 7, 13, 17,

26 y 34 de operacion del sistema (Figura 18).

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (dias)
—m— Biofiltros - perlita —A— Biofiltros - turba

Figura 18. Evolucion del pH de los lixiviados de los

biofiltros de 0.5 L. Datos con 1.5 % de desviacion del

promedio.
En la Figura anterior se puede observar que el pH se mantuvo estable en
valores de 6.9 y 5.9 para todos los biofiltros. Estos son apropiados para el
crecimiento de las bacterias, como la Pseudomonas aeruginosa empleada. No
obstante, el pH descendié un poco mas en los biofiltros empacados con turba
con respecto a los empacados con perlita. Esto puede deberse a una mayor
acumulacion de metabolitos acidos en el soporte (seccion 3.1.1-E). Ademas de
que la turba es un soporte de naturaleza acida cuya neutralizacion no se

garantiza que sea totalmente homogénea.

C) Evolucion de la humedad
La humedad de los biofiltros se determind por calculo de los sdlidos suspendidos
volatiles al cuantificar la pérdida de peso de una muestra representativa de cada

uno de los reactores de 0.5 L. Los resultados se muestran en la Tabla 3.1.2.
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Tabla 3.1.2. Evolucion de la humedad en biofiltros de 0.5 L.

Humedad (g agua g soporte seco™)

Tiempo (dias) Biofiltro 1 Biofiltro 3 Biofiltro 5 Biofiltro 2 Biofiltro 4 Biofiltro 6
(Perlita) (Perlita) (Perlita) (Turba) (Turba) (Turba)

0 1.0 1.0 1.0 2.7 27 2.7
28 0.7 1.6 1.7 3.2 3.0 6.8
33 1.1 2.3 1.3 3.8 1.0 9.3
40 1.6 1.8 1.2 6.0 1.5 6.0

En general, en los biofiltros 1 y 5 empacados con perlita, se presentaron
problemas de secado. En el biofiltro 1, la humedad descendi6é hasta un valor de
0.7 g agua g perlita seca™ en el dia 28 de operacién y en el biofiltro 5, ésta
disminuyé hasta 1.2 g agua g perlita seca™ hacia el final de la operacion. Sin
embargo, en el biofiltro 3 (Tabla 3.1.2.) no hubo secado dada la menor
eliminacién de contaminantes y por tanto una menor generacién de calor
metabalico.

Los biofiltros 2 y 6, empacados con turba, tuvieron problemas de sobre
humidificacion ya que la adicion directa de agua no permitié un restablecimiento
uniforme de la humedad. Ambos biofiltros alcanzaron una humedad final de 6.0
g agua perlita seca™. En estos dos casos se agregé mas medio mineral en
comparacion con las otras columnas dado que a simple vista los biofiltros
parecian sumamente secos, sobre todo en la parte superior. Ambos fueron
sobre humidificados y se convirtieron en biofiltros de aspecto lodoso que
generaron problemas de compactacion y taponamiento.

No obstante, en el biofiltro 4 no se siguié la misma estrategia y se presentd
secado hacia el dia 33 de operacion. El contenido de humedad disminuy6 hasta
1 g agua g turba seca™, es decir, 20 % por debajo de la capacidad de retencion
de agua del soporte (a,, = 0.988)%. Esto es suficiente para sostener crecimiento
bacteriano, sin embargo, pudo haber afectado la actividad de la cepa.
Resultados similares fueron obtenidos por Acufia y col.®® en donde al descender

el contenido de humedad por debajo de 1 g agua g turba seca™ las tasas de
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degradacion de tolueno disminuyeron hasta en un 42 %. Es por ello se decidio
agregar mas medio mineral y recuperar la humedad inicial en el biofiltro.

En general se tuvieron problemas de control de humedad en todos los casos. En
algunos secado y en otros sobre humidificacion. Sin embargo, con estos
resultados queda claro que no es posible establecer una misma estrategia de
humidificacion para los dos soportes y que éste es un parametro de suma

importancia que afecta el desempeno de los biofiltros.

D) Analisis termogravimeétrico y contenido de biomasa final

Se obtuvo un contenido promedio de biomasa al final de la operacion de los
biofiltros empacados con perlita de 36.1 mg biomasa g perlita seca™. La
cuantificacion se hizo por el método de peso seco. Cabe mencionar que esta
medicion no se hizo para los biofiltros empacados con turba. Ya que el método
no funciona para este soporte dado el contenido de materia organica inherente
al mismo.

A partir del analisis termogravimétrico (ATG) también se obtuvo el contenido de

biomasa. Los resultados se presentan en la Tabla 3.1.3.

Tabla 3.1.3. Contenido de biomasa al final de la operacién de los biofiltros de

0.5 L empacados con perlita.

Biofiltro mg biomasa g perlita seca™
1 33
3 45
5 46

Promedio 41.3

El contenido promedio de biomasa en los tres biofiltros empacados con perlita,
fue de 41.3 mg biomasa g perlita seca™. Este se aleja del obtenido por el método
de peso seco solo en un 14 %. En la Figura 19 se presentan los perfiles de ATG
y ATD (analisis térmico diferencial) de la muestra del biofiltro 3.

En el perfil de ATD destacan dos picos que denotan diferentes eventos
energéticos. El primero se debe a un efecto endotérmico asociado a la

evaporacion de agua y solventes presentes en la biopelicula. El segundo pico,
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con concavidad invertida, se asocia a un evento exotérmico debido a la
combustion de la materia organica. Los perfiles de ATG para los tres biofiltros

empacados con perlita fueron los mismos (Figuras no mostradas).
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Figura 19. Analisis termogravimétrico de biofiltro 3. Muestra
tomada al final de la operacion.

E) Evolucion del intermediario alcohol terbutilico en la fase liquida

Durante el transcurso de la operacion de los biofiltros de 0.5 L se cuantificé la
concentracion de alcohol terbutilico (TBA) en los lixiviados recogidos después
del espreado de MM. El TBA es un intermediario en la ruta de degradacion del
MTBE, el cual, se estuvo acumulando en el sistema tal como se muestra en la
Figura 20.
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Figura 20. Acumulacion de TBA a lo largo de la
operacion de los biofiltros de 0.5 L.
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Tanto en los biofiltros empacados con perlita como en los empacados con turba
hubo una acumulacién de TBA. Debido, presumiblemente, a su mas lenta tasa
de degradaciéon comparada con la del MTBE. En los biofiltros empacados con
perlita, el TBA alcanzé concentraciones cercanas a 21 g m™ + 15 %; y en los
biofiltros empacados con turba, hasta de 26 g m™ + 20 %. Sin embargo, en los
biofiltros 5 y 6 hubo una disminucién en la concentracién de TBA en la fase
liquida dada la disminucion en el consumo de MTBE desde el dia 22 y hacia el

final de la operacién de los biofiltros, tal como se muestra en la Tabla 3.1.1.

3.1.2. Microscopia electronica de barrido

Se observaron muestras del material de empaque por microscopia electronica
de barrido al final de la operacion de los biofiltros pequenos. Las Figuras 21 a) y
b) muestran la estructura de la perlita y de la turba. Ambos soportes fueron muy
heterogéneos con poros de 5 a 25 um para la turba y de 60 a 300 um para la
perlita. Estos son lo suficientemente grandes para permitir la colonizacién

microbiana.

a)

Figura 21. Micrografias electronicas de los materiales de empaque empleados. a) Perlita;
b) turba.

Observaciones mas cercanas, Figuras 22 a) y b), muestran la morfologia
caracteristica del microorganismo (Pseudomonas aeruginosa) y su colonizacion
sobre los soportes. Se observaron algunas regiones sobre la superficie de la
turba y de la perlita no colonizadas y una ligera contaminacion por otros

microorganismos. Estas observaciones revelaron que la biopelicula formada
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sobre el soporte es heterogénea, contrariamente a la biopelicula idealizada
homogénea vy lisa utilizada generalmente en los modelos para describir el

comportamiento de los biofiltros %%

También se aprecio la presencia de material extracelular, Figuras 22 c) y d).
Dicho material forma una matriz donde se encuentran inmersas las bacterias.
Este material polimérico, caracteristico de estos microorganismos, como ha sido

reportado por diversos autores'”’, esta asociado a zonas de alta densidad

celular bacteriana.

Figura 22. Micrografias electrénicas de Pseudomonas aeruginosa en los biofiltros empacados
con turba y perlita. a) Colonizacién bacteriana sobre perlita; b) sobre turba; c) crecimiento
bacteriano sobre el exopolimero; d) formacién de exopolisacarido sobre el material de
empaque.

En 1996, Marin y col."® obtuvieron micrografias electrénicas de cultivos

bacterianos crecidos en derivados del petréleo, similares a las obtenidas en el
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presente trabajo. Estas micrografias mostraron a las células adheridas a
peliculas poliméricas en forma semejante a las encontradas en este estudio.
Mas recientemente, Acufia y col.®, presentaron micrografias electrénicas de un
consorcio constituido por bacterias y levaduras crecido sobre turba en vapores

de tolueno. Al igual que en el caso de Marin y col."®

y en el presente trabajo, se
apreciaron ceélulas incrustadas en una pelicula de material extracelular
polimérico. Cabe mencionar que estas observaciones sugieren que parte del
carbono consumido se acumula como material extracelular, el cual, esta
conformado por compuestos facilmente biodegradables y que constituyen a la

biopelicula.

3.1.3. Experimentos cinéticos con muestra de biofiltros empacados con perlita
Se hicieron experimentos cinéticos en microcosmos con el objeto de obtener las
tasas de degradacion de hexano y de MTBE y de realizar balances de carbono
bajo condiciones controladas que nos permitiesen comprobar la mineralizacidon
de este ultimo. Para ello se tom6é muestra de soporte de cada uno de los
biofiltros empacados con perlita del dia 29 de operacién. Ademas, se probaron
tres condiciones para evaluar la influencia de la humedad y los nutrientes en las
tasas de consumo. La primera fue con soporte sélo, la segunda con soporte y 10
ml de agua y la tercera con soporte y 10 ml de medio mineral.

El comportamiento cinético en microcosmos obtenido con muestras de los tres
biofiltros fue practicamente el mismo, por lo que se infiere que no hubo gran
diferencia entre ellos. En la Figura 23 se muestra la evolucion del consumo
promedio de hexano, MTBE y oxigeno y produccién de bioxido de carbono con
muestra de soporte y agua. En esta Figura se aprecia que el MTBE present6 un
periodo inicial de 12 horas en el que se establecio el equilibrio liquido — vapor. El
MTBE en la fase liquida no fue cuantificado. Sin embargo, seguramente hubo
consumo de MTBE durante este periodo dado el consumo de hexano. Este no
fue medido, lo que pudo disminuir las tasas de degradacion calculadas para
MTBE.
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Figura 23. Evolucion del consumo promedio de Hexano, MTBE y O,
y produccién de CO, en experimentos en lote. Botellas seroldgicas
con muestra de biofiltros empacados con perlita y 10 ml de agua. Las
barras de error representan la desviacion estandar.

El hexano se consumio totalmente en aproximadamente 90 horas. A pesar de
ello, el consumo de MTBE continu6 durante algunas horas, lo que puede
deberse a la actividad residual de las enzimas durante un periodo después de
agotado el inductor enzimatico, tal como sugieren Morales y col.*2. EIl MTBE no
se agotd al cabo de 332 h de duracion del experimento debido a la falta de
hexano (Tabla 3.1.4.). No hubieron limitaciones de O, en ninguno de los casos
(soporte, soporte y agua, soporte y MM). Devinny y col.?® reportaron que en el
caso de compuestos hidrofilicos, como el MTBE, es muy probable que el O, sea
un factor limitante en el proceso de remocién del contaminante debido a que la
solubilidad del O, es muy baja (7 mg L™ a 30 °C y 1 atm) y el coeficiente de
particion es de 33.5. Esto significa que la mayor parte del O, se encuentra en la
fase gaseosa y s6lo una pequefa fraccidn se disuelve en la fase liquida. Sin
embargo, en el microcosmos con soporte y agua, se obtuvo una concentraciéon
final de O, en la fase liquida de 5.6 mg L. Segun datos reportados por Ollis y
Bailey'®, las concentraciones criticas de oxigeno (Coz ) varian entre los
organismos desde 0.1 a 10 % del valor de solubilidad de éste. Por ejemplo, la

Co2 o @ 30 °C para una especie de Pseudomonas denitrificans es de 0.3 mg L.
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Comparando la concentracién final de O, alcanzada en el experimento de
microcosmos con este dato de Co, o, S€ observa una diferencia muy por encima
de la Co2 ¢r para bacterias excluyendo posibles limitaciones de oxigeno.

En el microcosmos con soporte solo, el hexano se consumié al cabo de 150
horas y en el microcosmos con soporte y medio mineral, éste se agoté en
aproximadamente 43 horas (datos no mostrados).

En la Tabla 3.1.4. se resumen los balances de carbono de los experimentos de
microcosmos. En ellos se observa una mayor cantidad de MTBE consumido en
el experimento con soporte y medio mineral (65 % = 11 %) con respecto al
obtenido en los otros dos casos. Sin embargo, el % de mineralizacion de MTBE
e inclusive el total fueron inferiores. Esto sugiere la incorporacion del resto del
carbono en biomasa o sustancias de reserva o acumulacion de algunos
intermediarios como el TBA, el cual, no fue cuantificado. El coeficiente
respiratorio (C.R.) confirma el hecho, ya que éste fue inferior en el microcosmos
con MM (0.64 + 0.05) con respecto al obtenido en los microcosmos con soporte
(0.70 £ 0.01) y con soporte y agua (0.69 + 0.04), indicando que el O, consumido
se utilizé para otros fines.

El coeficiente cometabdlico se incrementé con el aumento de las tasas de
degradacion. Cuando el consumo de hexano es mas rapido, el consumo de
MTBE también se acelera y la relacion mg MTBE consumido mg de hexano
consumido™ aumenta, lo que demuestra la posibilidad de oxidar mas MTBE con
menor cantidad de hexano. Esto esta en relacion con el estado del
microorganismo y su metabolismo enzimatico, ya que si existen limitaciones por
humedad o nutrientes, no es necesaria tanta produccidon de enzimas y disminuye
la degradacién de MTBE. En cambio, si existen las condiciones propicias, puede

haber mas produccién de enzimas y por lo tanto mayor consumo del oxigenante.
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Tabla 3.1.4. Balances de carbono y tasas de degradacion en microcosmos

Soporte Soporte y agua Soporte y MM
Hexano consumido (mg) 1.52+£0.04 1.56 + 0.07 1.62 +0.03
MTBE consumido (mg) 0.67 £ 0.06 0.85+0.12 0.95+0.13
% MTBE consumido 45+ 8 49+5 65+ 11
O, consumido (mg) 5.70 £ 0.07 6.33+0.26 6.39 + 0.41
CO, producido (mg) 5.52 + 0.06 5.75+0.68 5.31+0.45
% mineralizacion total 86 +2 867 773
% mineralizacion MTBE 46+ 4 56 + 22 289
Coeficiente cometabdlico 0.43 £ 0.04 0.55+0.09 0.58 £ 0.08
Coeficiente respiratorio 0.70 £ 0.01 0.69+£0.04 0.64 £ 0.05
Tasa de degradacién de 18+0.7 41+3.5 140+ 13.4
Hexano (mg g proteina™ h'1)
Tasa de degradacién de 3.6+0.2 6.7+0.2 8.7+1.8

MTBE (mg g proteina™ h™")

% mineralizacion total = 100 X (mg CO- experimentales / mg CO, tedricos)

% mineralizacién MTBE = 100 X (mg CO- por consumo de MTBE experimentales / mg CO, por consumo de
MTBE tedricos)

Coeficiente cometabdlico = (mg MTBE / mg Hexano)

Coeficiente respiratorio (C.R.) = (moles CO,/ moles Oy)

Los resultados sintetizados en la Tabla 3.1.4. muestran el impacto que tuvieron
las variables humedad y nutrientes en las tasas de degradacién de hexano y de
MTBE. Las velocidades de consumo se incrementaron en los microcosmos con
soporte y agua y aun mas, en los microcosmos con medio mineral. Los
resultados obtenidos en los experimentos cinéticos confirman la necesidad de

31,33,110 28,32,111 en el

tener una buena humidificacion , 'y distribuciéon de nutrientes
biofiltro para garantizar capacidades de eliminacién de contaminantes altas.

Las capacidades de eliminacion de hexano, predichas a partir de la velocidad
maxima de consumo de sustrato (Vmax), que ajustaron mejor a las CE medidas
en los biofiltros, fueron las calculadas a partir de las tasas de degradacion de
soporte con medio mineral. En este caso, a pesar de haber una mayor

resistencia al transporte de hexano dada la pelicula de liquido mas gruesa en los
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microcosmos en comparacion con el biofiltro, los microcosmos se encontraban
agitados, lo que aumenta el coeficiente de transporte a la fase liquida (k).
Ademas, en los microcosmos no hay limitaciones por humedad y se tiene una
mayor disponibilidad de nutrientes que benefician a los microorganismos. Es por
ello que se pueden alcanzar tasas de degradacion mayores. La CE promedio de
hexano calculada fue de 30 g m™® h™ y la medida fue de 38 g m™® h™, lo que
representa una desviacion del 21 %. Esta diferencia puede deberse a que en el
biofiltro se tiene una menor resistencia a la transferencia entre las fases dado
que el espesor de la pelicula de liquido es mas delgado, sin embargo, hay
secado y limitacion por nutrientes.

Debido a los problemas de control de humedad, compactacion, taponamiento y
necesidad de neutralizacion en los biofiltros con turba, y a una mayor facilidad
de humidificacion y distribucidn de nutrientes en la perlita, se decidio realizar otro
experimento de biofiltracién de mayor duracién usando perlita como soporte. Los

resultados se discuten en la seccion 3.2.
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3.2. Experimento de biofiltraciéon 2

3.2.1. Desempefio del reactor

A) Evolucion de la capacidad de eliminacién y eficiencias de remocion para el
hexano y MTBE

Se llevd a cabo un segundo experimento de biofiltracion utilizando perlita como
soporte. En este biofiltro se agregaron nutrientes mas frecuentemente. La
composicidon del medio mineral se aumenté a 3X a partir del dia 15 y hasta el dia
50 de operacion. Esta estrategia se implementé ya que Salanitro y col. (1994)%,
empleando una unidad de cultivo continuo reciclador de células, demostraron
tener tasas de degradacién mas altas de MTBE bajo altas concentraciones de
amonio, comparadas con las obtenidas a bajas concentraciones.

Los resultados de CE y ER para hexano y MTBE se muestran en las Figuras 24
y 25, respectivamente.
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Figura 24. Evolucion de la CE y ER de hexano en biofiltro de 2.5 L
inoculado con la cepa Pseudomonas aeruginosa. Adiciéon de medio
mineral (AMM).

En este experimento se alcanzé una CEyix de hexano de 42 gm=h™y 60 % de
eficiencia de remocion entre los dias 62 y 75 de operacion. A lo largo de la
operacion del biofiltro se obtuvieron CE promedio de hexano de 14 gm™>h™'y ER

de 32 %. Estos resultados son superiores a los obtenidos por Morgenroth y
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col.”"" en biofiltros empacados con una mezcla de composta, perlita y concha de
mar molida, donde alcanzaron CE de hexano de 21 g m® h™ y ER de 99 %.
Durante la operacion del reactor, la humedad oscil6 entre 43 % y 67 %. La
eficiencia de remocion descendié desde 99 % hasta 40 % debido a limitaciones
de Np, hecho constatado por el aumento en la ER al agregar una solucion
concentrada de KNOs. Estos autores sugieren anadir fuentes de nitrégeno de
liberacién lenta para extender el periodo de alto desempeio del biofiltro y no en
solucién para evitar problemas de sobre humidificacion.

En otro estudio, Van Groenestijn y col.""? obtuvieron CE de hexano de 32 g m™
h'y ER de 39 % empleando biofiltros de lecho escurrido. No obstante, las CE
aumentaron 2.5 veces al agregar un solvente organico inmiscible en agua.

En biofiltros pequefios (2 L) empacados con turba e inoculados con un consorcio
constituido principalmente por organismos pseudomonados, Budwill y col."3
obtuvieron una CEyax de hexano de 13.5 g m™ h™ (ER = 56 %). Sin embargo, la
CE a lo largo del periodo de operacion del sistema se mantuvo en valores de 5 +
2.5gm>h"y remociones pobres. Estos resultados fueron mejorados agregando
aceite de silicon para aumentar la particion del hexano entre las fases liquida y
gaseosa. No obstante, la CEuix de hexano obtenida fue de 25.5 g m> h™ (ER =
78 %), lo cual, es 45 % inferior a lo alcanzado en este experimento de
biofiltracion.

En el 2002, Paca y col."™ reportaron resultados de experimentos de degradacion
de varias mezclas de hidrocarburos alifaticos con un cultivo mixto. Ellos
obtuvieron CE de hexano del orden de 8.5 g m™ h™ y remocién total en un
biofiltro empacado con perlita. La identificacion de los microorganismos revelé la
presencia de Pseudomonas aeruginosa, Comamonas Testosteroni, Geotrichum
candidumy Cladosporium sp.

Mas recientemente, Arriaga y col.™®, reportaron CE de 100 g m® h™ y ER de 63
% en biofiltros inoculados con un consorcio predominantemente fungico. Sin
embargo, los resultados alcanzados en este trabajo son satisfactorios

comparados a los encontrados en biofiltros con biopelicula bacteriana®™ ',
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En el caso del MTBE, se logré una CEyax de 15 g m™ h™ y una ER de 50 %
entre los dias 35 y 50 de operacién. Esto coincide con uno de los periodos de
mayor consumo de hexano (39 g m™ h™) y muestra el efecto cometabdlico que
tiene el hexano al promover el consumo de MTBE. Durante el arranque del
biofiltro, primeros 8 dias, se alcanzé una CE de MTBE de 10 g m> h™" (ER = 50

%). Posteriormente ésta disminuy6 hasta2 gm=h™.
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Figura 25. Evolucién de la CE y ER de MTBE en biofiltro de 2.5 L
inoculado con la cepa Pseudomonas aeruginosa. Adicion de
medio mineral (AMM).

A partir del dia 15, el pH descendi6é rapidamente hasta un pH de 4.3, lo que
afectd la actividad de los microorganismos y las CE tanto de MTBE como de
hexano disminuyeron drasticamente. Una vez que el pH se restituyo, la CE de
MTBE se incrementé hasta alcanzar la maxima en todo el experimento.
Finalmente, la CE del MTBE disminuy6 y no se recupero sino hasta el final del
experimento alcanzando una CE de 8 gm=>h™,

Estas CE fueron muy superiores a las obtenidas por Dupasquier y col.?® (CE =
0.3 - 1.8 g m2 h™") en experimentos de biofiltracidn por cometabolismo con
pentano. Y comparables a las alcanzadas por Eweis y col.”® (CE =7 g m® h™,

ER =97 % ) en un biofiltro para tratamiento de COVs provenientes de un ducto
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de aireacion de lodos activados en una planta de tratamiento de aguas
residuales.

Sin embargo, estas CE de MTBE fueron menores a las obtenidas por Fortin y
Deshusses? (CE = 50 g m™ h™, ER = 90 %) en un biofiltro de lecho escurrido
utilizando MTBE como unica fuente de carbono y energia.

Es posible que el incremento de la composicion del medio mineral a 3X haya
inducido actividad nitrificante en el biofiltro, que liber6 iones hidrogeno y bajo el
pH (Figura 26). Segun estudios hechos por Eweis y col.®*, el descenso del pH es
el resultado de reacciones de nitrificaciéon que puede impactar adversamente a
los microorganismos neutréfilos como Pseudomonas aeruginosa. Esta fue la
razon probable de la reduccion en la degradacion de MTBE en el biofiltro para
tratamiento de COVs con un medio con alto contenido de amonio y en este
trabajo. De igual manera, Van Groenestijn y col.""?, obtuvieron acumulacién de
nitrito y nitrato y acidificacion de la fase acuosa en biofiltros de lecho escurrido al
utilizar sulfato de amonio como fuente de N,. Esto se vio reflejado en un
comportamiento inestable de la CE.
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Figura 26. Evolucién del pH en biofiltro de 2.5 L inoculado con la
cepa Pseudomonas aeruginosa. Adicion de medio mineral (AMM).

Ademas, la actividad metabdlica de la célula tiende a agotar el sustrato y a
incrementar la concentracion de metabolitos acidos como el formaldehido, el

cual se transforma en acido féormico, y es propuesto como intermediario en otros
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estudios de degradacion de MTBE (Hardison y col., 1997’"; Steffan y col.,
1997%°) u otros subproductos como TBA o TBF (ter-butil formato). El sustrato se
difunde hacia la célula y los desperdicios hacia fuera de ella. La difusion en agua
es mas lenta que en el aire, por un factor de 10,000 (Cussler, 1997'"°). De
manera que, una célula dentro de un poro profundo del soporte lleno de agua o
en la base de la biopelicula tendra dificultades para obtener sustrato y oxigeno

del aire y se enfrentara con altas concentraciones de subproductos, lo cual,

puede inhibir su actividad.

B) Evolucion del didxido de carbono
La maxima capacidad de eliminacion de hexano, alrededor del dia 70 de

operacién, corresponde con una actividad metabdlica intensa resultando en una

alta produccion de CO; (~ 90 g m™ h™). En la Figura 27 se muestra la produccién

de CO; a lo largo de la operacion del biofiltro.

L B s e e s Sy E e s S I R e
AMM 1X pH=7 i AMM 3XpH=7 : AMM 3X pH=7.5 AMM 1X pH=8 AMM 1X pH=7|

100

AMM cada 5idias AMM cada 2 dias

80 ‘ ‘ : | -
H I

60 | : ] [ ]
| : i

Co, (@m*h”)

40 4

20—‘\‘

Tiempo (dias)

Figura 27. Evolucién del CO, en biofiltro de 2.5 L inoculado con la
cepa Pseudomonas aeruginosa. Adicion de medio mineral (AMM).

El siguiente aumento en la produccién de CO, (~ 100 g m™> h™) puede estar
asociado al consumo de hexano, MTBE y a sustancias poliméricas presentes en

la biopelicula. EI % de mineralizacion total fue del 48 % sin considerar la

produccion de biomasa (Tabla 3.2.3.).
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C) Evolucion de la humedad y biomasa

La humedad y el contenido de biomasa en el biofiltro se determinaron por
calculo de los sdlidos suspendidos volatiles al cuantificar la pérdida de peso de
una muestra representativa tomada de los puertos de muestreo intermedios del
reactor de 2.5 L. La evolucion de la humedad y del contenido de biomasa a lo

largo de la operacién del biofiltro se muestra en la Tabla 3.2.1.

Tabla 3.2.1. Evolucion del contenido de humedad y biomasa en biofiltro de 2.5 L.

Tiempo (dias) Humedad (g agua g perlita seca”) Biomasa (mg g perlita seca™)
0 1.1 18.8
29 1.8 37.8
51 0.9 52.8
78 1.3 54.1
90 1.2 65.8
98 1.7 76.7

El contenido de humedad en el biofiltro varié considerablemente a lo largo de
todo el experimento, a pesar de la adicion de 50 ml de medio mineral cada 2
dias. La humedad oscilé entre valores de 0.9 g agua g perlita seca™ y 1.8 g agua
g perlita seca”. Se detectd secado del lecho dada la disminucion en los
lixiviados del reactor a partir del dia 31 y hacia el dia 51 de operacion, por lo que
se agregaron 100 ml de MM cada 2 dias durante 6 dias (del dia 52 al 57). Este
periodo corresponde con gran actividad biolégica con CE altas tanto para
hexano como para MTBE.

El calor de reaccion total correspondiente a una CE de hexanode 39 gm®hy
una CE de MTBE de 15 g m™ h™!, segun la expresion empleada por Morales y
col.*®, seria de —1240.92 KJ m™ h™ considerando que solo el 50 % de los
contaminantes consumidos son transformados en CO;, y H,O. En cambio, el
calor de reaccién que se desprenderia si se tuviera una CE de tolueno de 39 g
m= h” seria de —994.49 KJ m™ h™", es decir, un 25 % menor comparado al
obtenido de la mineralizacion de hexano y MTBE. Esta diferencia en el calor

liberado por reaccion bioldgica ocasiona tasas de evaporacion en el reactor y
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perfiles de temperatura diferentes a las encontradas por Morales y col.”. Sin
embargo, tal como sefalan estos autores, un sistema de humidificacién
ineficiente o altas capacidades de eliminacion pueden reducir rapidamente las
capacidades de eliminacion en el biofiltro, por lo que sugieren trabajar en
contenidos de humedad superiores al valor critico, que para el caso de turba fue
de 1.4 g agua g turba seca™.

En la Tabla 3.2.1. también se observa el incremento de biomasa a lo largo de la
operacion del sistema. Se obtuvo un contenido promedio de biomasa y
exopolimeros final de 77 mg g perlita seca™ y de 32 mg g perlita himeda™. Este
es 2 veces superior al alcanzado en el experimento de biofiltracion 1 (40 dias de
operacion). Para obtener este valor se cuantificaron la humedad y biomasa de
los cuatro médulos al desempacar por partes y someter muestras por duplicado
a analisis termogravimétrico (Figura 28). La biomasa final también se cuantifico

indirectamente midiendo proteina (Tabla 3.2.2).
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Figura 28. Analisis termogravimétrico de maodulo I del
biofiltro de 2.5 L. Muestra tomada el dia 98 de operacion.

Los resultados de la Tabla 3.2.2. muestran que la humedad se mantuvo
homogénea a lo largo del biofiltro. No obstante, el primer médulo se encontraba
ligeramente mas seco, con una humedad de 1.6 g agua g perlita seca™, es decir,

una diferencia del 6 % con respecto al promedio.
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Tabla 3.2.2. Contenido de humedad, biomasa y proteina por médulos en biofiltro

de 2.5 L al final de la operacion.

Humedad Biomasa Proteina
Modulos 4 4 p
(g agua g perlita seca’) (mg g perlita seca™) (mg g perlita seca™)
I 1.6 77.8 2.53
Il 1.8 74.6 2.28
11 1.7 73.1 3.14
v 1.8 81.4 2.80
Promedios 1.7 76.7 2.69

Al igual que la humedad, la biomasa se mantuvo relativamente constante en
todo el biofiltro, por lo que podemos aseverar que los microorganismos crecieron
practicamente a la misma tasa de crecimiento en todo el reactor con una
desviacién estandar de + 3.7 mg de biomasa. El rendimiento celular fue de 0.34
g biomasa g C total consumido™ considerando tanto al hexano como al MTBE.
Este rendimiento es al menos 2 veces superior al obtenido utilizando MTBE
como Unica fuente de carbono y energia en cultivo en liquido por Hanson y col.®®
(0.18 mg células secas g MTBE™) y por Fortin y Deshusses® en biofiltros de
lecho escurrido (0.1 g biomasa g MTBE™).

De la biomasa promedio cuantificada en el biofiltro (77 mg g perlita seca™),
solamente el 3.5 % corresponde a proteina, el resto se debe a biopolimeros
acumulados en la biopelicula. En general, la composicién del exopolimero
producido por cualquier tipo de bacteria es poco conocida, pero consta de
polisacaridos o glicoproteinas de diversos azucares como glucosa, fructosa,
manosa, N-acetilglucosamina y otros. También puede contener proteinas libres,
fosfolipidos y &cidos nucleicos o teicoicos (Chmielewski y col., 2003)™°. En una
biopelicula madura, la mayor parte de su volumen estard ocupado por una
matriz laxamente organizada (75 - 95 %) alrededor de unas pocas bacterias (5 —
25 %) (Geesey, 1994)'*" que proporciona una cubierta gelatinosa y deslizante a
la superficie colonizada, con un considerable volumen de agua disponible. Sin
embargo, para organismos Pseudomonados, se ha comprobado que los

productos extracelulares son tipicamente polisacaridos (acido alginico) que se
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incorporan en la matriz organica encapsulando a la célula bacteriana (Robinson
y col., 1984)"®,

Resultados similares fueron obtenidos por Arriaga y col.’”® en un biofiltro
inoculado con un consorcio predominantemente fungico para tratamiento de
vapores de hexano. En este caso se produjeron 84 mg de biomasa g de perlita
seca” con un contenido de proteina del 8 %. Los autores sugirieron que el resto
del carbono se debia a material extracelular polimérico acumulado a lo largo de
la operacion del sistema. En este biofiltro, la remocion de hexano fue superior a
la alcanzada en este estudio, dadas las limitaciones de transporte en
biopeliculas bacterianas.

No obstante, la cantidad de biomasa obtenida es comparativamente alta con

"7 (2.1 mg de biomasa g de empaque™), en

respecto a la reportada por Munguia
un biorreactor de lecho empacado inoculado con Pseudomonas para tratamiento
de MTBE en cometabolismo con pentano. Sin embargo, en este caso, la
biomasa correlacion6 con la proteina obtenida segun los datos reportados para
Pseudomonas (48 % de Carbono y 55 % de proteina)'*. Esta discrepancia de
resultados puede deberse a las diferentes condiciones manejadas en un
experimento y en otro, en donde en este caso nos encontramos en un régimen
de limitacion de nutrientes (carbono o nitrégeno) que se ha demostrado
influenciar una mayor produccion de exopolimeros y no la reproduccion
celular®,

Una explicaciéon de los rendimientos celulares bajos es que el hexano no es un
sustrato que favorezca el crecimiento de biomasa como la glucosa o la
sacarosa. Los rendimientos celulares son comparables a los generados por
bacterias anaerdbicas y organismos autétrofos (0.03 a 0.20 g g™') y son menores
a los obtenidos con cultivos aerdbicos (0.3 a 0.6 g g”') creciendo sobre azUcares,
alcoholes y acidos grasos''®.

Ademas, el MTBE consumido por cometabolismo no contribuye a la formacion
de nuevo material celular. Y de ser asi, como en la degradacion directa, el alto
costo energético requerido para romper el enlace éter de la molécula de MTBE,

White y col. (1996)'"°, que el MTBE puede actuar como un desacoplador de la
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sintesis de ATP o que los intermediarios pueden ser toxicos para las células,
Salanitro y col. (1994)%2, genera rendimientos de biomasa muy bajos al

compararlos con otros sustratos.

D) Andlisis cualitativo de intermediarios de las rutas de degradacion de hexano y
de MTBE

El enlace éter del MTBE es atacado enzimaticamente produciendo TBA y
formaldehido como los principales intermediarios metabdlicos®. EI TBA se
identificd por cromatografia de gases con una muestra condensada del efluente
del reactor, asi como algunos intermediarios de la ruta de degradacion de
hexano como son el 1-hexanol, n-hexanal y el acido hexanoico (Figura 29 a)).

No obstante, el TBA se biodegrada hasta 2-metil-2-hidroxi-1-propanol y acido 2-
hidroxi isobutirico (Steffan y col., 1997%°; Frangois, 2002%). Los siguientes
intermediarios de la ruta metabdlica de degradaciéon del MTBE no pudieron ser
identificados, pero incluyen al 2-propanol, acetona e hidroxiacetona hasta llegar
a acido piruvico e ingresar al ciclo de los acidos tricarboxilicos.

Las monooxigenasas, en este caso, alcano monooxigenasas pueden ser
inducidas. Bacterias capaces de crecer en alcanos de cadena corta pueden
emplearlas en reacciones cometabdlicas para degradar tricloroetileno (TCE),
MTBE vy otros compuestos (Van Beilen y col., 2003'®). Cuando el carbono
terminal de un alcano es oxidado, se forma un acido graso, el cual
posteriormente puede ser metabolizado por B-oxidaciénGs. Las monooxigenasas
llevan a cabo reacciones donde el primer intermediario de degradacion es un
alcohol terminal. Segin Hyman y col.', las monooxigenasas estan involucradas
en la oxidacion inicial de MTBE a TBA. Estas enzimas son capaces de insertar
un atomo de oxigeno en el sustrato y reducir el otro hasta agua. En algunos
casos, una monooxigenasa compleja, el citocromo P-450, ha sido reportada
como la enzima catalizadora de esta reaccion cometabdlica en bacterias™ y en

hongos”’.
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Figura 29. Intermediarios de las rutas metabdlicas de MTBE y hexano. Muestra tomada del
efluente del biofiltro: a) el dia 10, b) el dia 39 y c) el dia 44 de operacién.

En una muestra tomada el dia 39 de operacién sélo se pudo identificar al MTBE
residual y al TBA acumulado en el bicfiltro, lo cual nos indica que el hexano fue
totalmente consumido hasta CO, y H,O en una biodegradacion completa, Figura
29 b). En una muestra posterior, Figura 29 c), se aprecia una disminucién en la
concentracion de salida del MTBE, lo cual corresponde con un aumento en la

capacidad de eliminacion de este compuesto en el sistema y acumulacién de
TBA.
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3.2.2. Balances de carbono

Las reacciones de oxidacion completas del hexano y del MTBE sin tomar en

cuenta la biomasa producida, son las siguientes:

Para el hexano:

CoH,, +1940, > 6C0,+7H,0

862 +304g — 264g +126g

Para el MTBE:

C.H,,0+154 0, >5C0, +6H,0

88g +240g — 220g +108g

Si se considera oxidacion completa del hexano y del MTBE en el biofiltro, a partir

de los consumos cuantificados se deberian producir te6ricamente 257.53 g de

CO; por la oxidaciéon completa del hexano y 82.94 g de CO, por la oxidacién

total del MTBE. Esto corresponde a 92.85 g C totales recuperados como COa.

Sin embargo, el CO; cuantificado durante toda la secuencia de oxidaciones en el

biofiltro corresponde a un % de mineralizacién de 47.93 %, Tabla 3.2.3.

De igual forma, se puede calcular el O, tedrico requerido para oxidar al hexano y
al MTBE, resultando igual a 387.03 g O, total.

Tabla 3.2.3. Resumen del balance de carbono en biofiltro de 2.5 L.

Concepto Cantidad (g) Cantidad (%)
g de C eliminados Hexano WTBE
83.89 33.18

g de C eliminados totales 92.86
g de C recuperados como CO, 44.50 47.93
g de C recuperados como biomasa 15.71 16.92
g de C recuperados como carbono 0.45 0.49
total en lixiviados
g de C adsorbido en soporte sélido 1.09 1.18
g de C absorbido en fase liquida 0.13 0.14
TOTAL 77.61 66.66

106



Considerando que el 50 % de la biomasa es carbono, se recuperaron 15.71 g C
como biomasa, lo que corresponde a un 17 %. El carbono que fue cuantificado
en lixiviados se debid principalmente a carbono organico en un 97.9 % y solo en
un 2.1 % a carbono inorganico o carbonatos atrapados en la fase liquida que
pudieron acidificar al biofiltro. El resto del carbono que no fue cuantificado se
asume que se encuentra como subproductos de reaccién como son el TBA y
algunos intermediarios de la ruta de degradaciéon de hexano, sobre todo en la

etapa de arranque del sistema.

3.2.3. Experimentos de carga contra capacidad de eliminacion

Se realizaron experimentos variando la carga de entrada de hexano al biofiltro y
evaluando la respuesta en el cambio de la CE en dos diferentes tiempos de
operacion. Los resultados del primer experimento se muestran en la Figura 30.
Existe un aumento de la CE en el biofiltro conforme aumenta la carga, en este
caso, la concentracion de entrada de hexano. Finalmente, se llega a un punto
donde la CE alcanza un valor maximo. Segun se muestra en la Figura 30, la

méaxima capacidad de eliminacion alcanzada (CEwsx) fue de 60 g m™h™.

70 ————

60 -

®
v

100 % de
remocion

[$)]
o

N
o
1

CEHEXANO (g m-s h-1)
3 g
1 1

0 ' 20 ' 40 60 80 ' 1(I)0 ' 120 140 160 ' 1£I30 ' 200
Carga (g m>h™)
Figura 30. Respuesta de la CE ante diferentes cargas de entrada

de hexano en biofiltro de 2.5 L. Los experimentos fueron
realizados entre los dias 63 y 73 de operacion.
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La CEwmax refleja cuando la actividad biolégica es limitante, como este caso, ya
que la cepa no podra consumir mas hexano por encima de la capacidad de su
metabolismo. De acuerdo al trabajo de Ottengraff'®, existen dos regimenes de
operacion en el biofiltro. Por debajo de la concentracion critica existe un régimen
de limitacion por difusion donde el espesor total de la biopelicula no es
completamente penetrado. Conforme la concentracion aumenta, la profundidad
de penetracién del sustrato en el biofiltro es mayor hasta que la biopelicula es
completamente atravesada, de manera que aunque se aumente la
concentracion, la capacidad de la biopelicula llega a su maximo valor y no puede
rebasarse. En este caso, la operacion del biofiltro estara bajo el régimen de

limitacion por reaccion.

Tabla 3.2.4. Propiedades de los compuestos: hexano, BTEX y diclorometano.

Hexano BTEX Diclorometano
Solubilidad, mg L™ 952 160- 1800 ¢ 19500 ¢
Ky: Constante de la ley 80.5° 0.21-0.28¢ 0.11°¢

de Henry adimensional
(m = Cgas/Cliquido)
Presion de vapor, atm 0.197 ° 0.009 — 0.125° 0.59¢

FUENTE: °Chemfinder Database, °NIST Database, °Rafson, H. J. Odor and VOC Control Handbook, Mc
Graw Hil, EUA, dMorgenroth, E.; Schroeder, E.D.; Chang, D.P.Y.; Scow, K.M. Nutrient limitation in
a compost biofilter degrading hexane. J. Air Waste Manage. Assoc. 46: 300-308, 1996.

Sin embargo, dadas sus propiedades hidrofébicas, los hidrocarburos alifaticos

pueden ser dificiles de remover en un biofiltro'""

. Estos hidrocarburos poseen
coeficientes de la ley de Henry superiores a los de los compuestos BTEX e
hidrocarburos clorados (Tabla 2.3.3. y Tabla 3.2.4.). Es decir, si se tienen
concentraciones iguales en la fase gaseosa, la concentracién de hexano en la
biopelicula sera inferior que la de los BTEX por lo menos en 2 érdenes de
magnitud. En la biopelicula, las tasas de transporte de masa por difusion vy
subsecuente degradacion bioldégica disminuiran con la decreciente concentracion

del compuesto en la fase liquida. Los resultados analiticos de eficiencia de
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remocion y capacidad de eliminacion muestran que tanto la eficiencia de
remocién y la CE disminuyen con el descenso del parametro de reaccion, alfa, el
cual disminuye por el incremento de la constante de la ley de Henry, (H)
(Morgenroth y col.').

Los resultados del segundo experimento se muestran en la Figura 31. En este
experimento la CEwax fue de 18 g m™ h™'. Probablemente debido a problemas de
distribucion del flujo a través del lecho empacado o a envejecimiento de la

biopelicula.
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Figura 31. Respuesta de la CE ante diferentes cargas de entrada
de hexano en biofiltro de 2.5 L. Los experimentos fueron
realizados entre los dias 78 y 98 de operacion.

Generalmente la parte lineal de las Figuras anteriores corresponde al 100 % de
remocion del contaminante. Sin embargo, en este caso no se alcanza la
remocion completa en ninguno de los experimentos efectuados.
Presumiblemente por las caracteristicas hidrofébicas del hexano y su tasa de
transporte baja hacia la fase liquida (ki pequefio) donde se lleva a cabo la
reaccion bioldgica. Budwill y col.’™ obtuvieron resultados similares en un biofiltro
para tratamiento de hexano empleando astillas de abeto y de alamo como
materiales de empaque. Alcanzaron 55 % de remocién aun trabajando a cargas

de hexano bajas. Estos autores sugirieron que una capa mas delgada de agua
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rodeando al soporte incrementaria la difusion del compuesto hidrofébico de la
fase gaseosa a la fase liquida y asi se incrementaria la degradacion.

Esta hipotesis es sustentada por los resultados obtenidos por Paca y col.'™,

en
donde alcanzaron remociones de hexano del 100 % al mantener una humedad
baja afiadiendo medio mineral una vez por semana.

En 1997, Swanson y Loehr'??

, manifestaron que si un biofiltro incluia particulas
pequefias (dp < 4mm), como tierra y composta, demasiada agua podia interferir
en el transporte del aire dentro del biofiltro, resultando en zonas anaerdbicas, las
cuales, son ineficientes en el tratamiento de los contaminantes. El exceso de
agua, llenaria los poros pequefos reduciendo la superficie expuesta a la
atmosfera; y por lo tanto, las tasas de transporte del contaminante y del oxigeno
a la biopelicula. Ademas de que se tendrian tiempos de retencion de gas
menores. Esta es una posible explicacion de lo sucedido con estos
experimentos, ya que efectivamente existieron variaciones de humedad entre
uno y otro periodo (Tabla 3.2.1.). Van Groenestijn y col."?® han sefialado que un
contenido de humedad por encima del 60 % resulta en una disminucion del area

superficial gas/liquido provocando problemas de transferencia de masa.

3.2.4. Fendmenos de adsorciéon de hexano y MTBE sobre perlita y turba

A) En experimentos en lote

Los estudios de adsorcidn en botellas serologicas se hicieron para establecer las
condiciones de equilibrio y la distribucion entre fases, gas — sélido, para la
adsorcion de hexano y de MTBE en los soportes turba y perlita secos. Los datos
de adsorcién se ajustaron a los modelos de Langmuir y de Freundlich. El modelo
de Langmuir no ajustd adecuadamente en ninguno de los casos estudiados,
encontrandose un ajuste en el mejor de ellos de R*=0.7344. Sin embargo, el
modelo de Freundlich ajustd en todos los casos con una R? superior a 0.99,
Figura 32. La isoterma de adsorcion de hexano sobre perlita se muestra en la
Figura 32 a). Para este experimento se obtuvo un coeficiente de adsorcion de
hexano (k) de 0.172 mg de hexano g de perlita seca™, en comparacién con el

coeficiente de adsorcion obtenido para la adsorcion de hexano en turba, que fue
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de 0.217 mg de hexano g de turba seca™, Figura 32 b). Este es superior al
obtenido para la perlita, posiblemente debido al contenido de materia organica
en la turba y dada la naturaleza hidrofébica de ésta y del hexano.

Sin embargo, el coeficiente de adsorcion de hexano en turba es inferior al

obtenido por Acufia y col.*®

para tolueno en turba, que fue de 0.459 mg de
tolueno g de turba seca™. Esto se debe a las caracteristicas diferentes de los
compuestos. Si bien, el hexano es 100 veces mas hidrofébico que el tolueno, en
este caso, se tiene una mezcla de hexano y MTBE que pudo alterar la adsorcién
los COVs solos. EI MTBE es un

compuesto hidrofilico que pudo crear repelencia con la turba.

en contraste a cuando se encuentran
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Cabe mencionar que la adsorcion incrementada de compuestos aromaticos,
como fenol y pentaclorofenol, ha sido relacionada con el alto contenido de
materia organica en la tierra, Warith y col.'®.

Por otro lado, en las Figuras 32 c) y d), se presentan las isotermas de adsorcion
para el MTBE sobre perlita y turba, respectivamente. Se obtuvieron coeficientes
de adsorcion segun el modelo de Freundlich de 0.183 mg de MTBE g de perlita
seca” y de 0.18 mg de MTBE g de turba seca™. En este caso, el coeficiente de
adsorcion de MTBE sobre turba es inferior al de hexano sobre el mismo soporte
dada la naturaleza hidrofilica del MTBE, aunque ésta posiblemente se vea
alterada por la presencia de hexano.

En la Tabla 3.2.5. se resumen los resultados obtenidos y se presenta una
comparacion con otros estudios de adsorcion. El carbon activado granular es el
soporte con mayor capacidad de adsorcion, por lo que es tan ampliamente

empleado como agente adsorbente.

Tabla 3.2.5. Parametros de adsorcion en diferentes soportes empleados en

biofiltracion.

Soporte Compuesto Modelo Parametros de la isoterma Referencia

Turba/perlita Tolueno Freundlich ks= 0.025 mg g lecho himedo™ Shareefdeen y
n=1.04 Baltzis'*°

Turba Tolueno Freundlich ks = 0.459 mg g turba seca’ Acuia y col. %
n=0.7

Composta Tolueno Freundlich  k;=19.4 ug g lecho humedo™ Delhoménie y col.*'
n=0.92

Perlita Hexano Freundlich ks =0.172 mg g perlita seca” Este estudio
n =0.896

Perlita MTBE Freundlich ks = 0.183 mg g perlita seca’ Este estudio
n = 0.886

Turba Hexano Freundlich ki =0.217 mg g turba seca” Este estudio
n = 0.904

Turba MTBE Freundlich ki =0.18 mg g turba seca” Este estudio
n = 0.959

Composta Tolueno Langmuir Ki=1.43mgg composta'1 Tangy Hwang126
K,=23.8gm>

Paja Tolueno Langmuir Ki=0.89mgg paja'1 Tangy Hwang126
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Tierra de
diatomaceas (TD)
Carbon activado
granular (CAG)

Composta

Tolueno Langmuir
Tolueno Langmuir
Tolueno Langmuir

Ko=123gm”
Ky=2.00mggTD"
K:=6.7g m?

Ky =50.6 mg g CAG”
K:=145gm>

Tangy Hwang126

Tangy Hwang126

K1 = 344.8 ug g lecho humedo™  Delhoménie y col.*’

Ky=167gm*

B) En biofiltro

Se hicieron otros estudios de adsorciéon en el biofiltro para establecer las

condiciones de equilibrio dinamico y la distribucion entre fases para la adsorcién

de hexano y de MTBE en perlita. Para ello se realizaron curvas de rompimiento

a dos diferentes concentraciones de hexano, 3.8 gm™y 24 g m?, Figura 33 a) y
de MTBE, 1.9 gm™>y 6.1 g m?, Figura 33 b).
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Figura 33. Curvas de rompimiento obtenidas en biofiltro de 2.5 L. a) Hexano y b) MTBE.

Se empled la metodologia utilizada por Delhoménie y co

|.41

para obtener la

cantidad de hexano y de MTBE adsorbida en el soporte. Los resultados

obtenidos se resumen en la Tabla 3.2.6.
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Tabla 3.2.6. Cantidad adsorbida en biofiltro de 2.5 L empacado con perlita.

Compuesto Concentracion de entrada (C.,) Cantidad adsorbida (q)
Hexano 38gm® .54 mg g lecho humedo™
Hexano 24gm? 6.35 mg g lecho himedo™

MTBE 19gm? 0.22 mg g lecho humedo™
MTBE 6.1gm> 1.50 mg g lecho himedo™

La discrepancia entre la cantidad adsorbida calculada a partir del equilibrio
alcanzado en botellas seroldgicas empleando el soporte seco y la obtenida en el
biofiltro, se debe a que en el biofiltro una parte de hexano y de MTBE se
encuentra absorbida en la fase acuosa que rodea a la perlita. Si bien, segun

estudios hechos por Acufia y col.%®

, el contenido de agua no tuvo un efecto
significativo en la adsorcién de tolueno en turba, en nuestro caso, hubo cierta
contribucion por la absorcion de hexano y de MTBE en la fase liquida. El tolueno
no es tan soluble como el MTBE. En las curvas de rompimiento (de desorcion)
se tomaron en cuenta los dos fendmenos, adsorcion en el soporte y absorcion
en la fase acuosa. No obstante, la cantidad adsorbida es proporcional a la
concentracion de COVs en la fase gaseosa y esta relacion es diferente
dependiendo del compuesto utilizado.

Otro aspecto que destaca en los fendmenos de adsorcion estudiados, es que la
capacidad de adsorcidon del lecho de perlita o en la propia turba es muy baja
comparada con las cargas de entrada de hexano y de MTBE. De acuerdo con
estudios hechos por Janni y col. (2001)'?’, los lechos filtrantes organicos como
turba, tierra o composta, presentan una baja capacidad de adsorcién. Sin
embargo, el adsorbente mas comunmente empleado para la extraccion de
COVs, el carbon activado, no proporciona caracteristicas Optimas para los
microorganismos y el flujo de gas. Por ello, se usa en la mayoria de las
ocasiones en asociacién con otros soportes (Webster y col., 1995'%; Tang y
Hwang, 1997'%).
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3.2.5. Permeabilidad relativa intrinseca

La variacion de la caida de presiéon (AP) y de la permeabilidad de la fase
gaseosa estan relacionadas con el incremento de biomasa dado que el
crecimiento de ésta provoca una reduccion de la fraccién vacia en el lecho'%%'%°,
Cuando el soporte no sea modificado durante el proceso y el contenido de agua
permanezca constante, por ejemplo, con un material inorganico, como la perlita,
es posible estudiar la influencia del crecimiento de la biomasa en la disminucién
de la permeabilidad relativa intrinseca.

Considerando que la humedad en el lecho permanecié practicamente constante
durante los 98 dias de operacion del segundo experimento de biofiltracion y el
No. de Reynolds de particula indica flujo laminar. Entonces, se puede aplicar la
metodologia descrita por Auria y col.'®?, obteniendo los resultados que se
resumen en la Tabla 3.2.7.

La porosidad en el lecho disminuyd un 38 % con respecto a la inicial debido al
crecimiento de los microorganismos y a la produccion de exopolimeros que se
fueron acumulando en la biopelicula, tal como lo demuestran las micrografias

electronicas de la Figura 34.

Tabla 3.2.7. Condiciones hidrodinamicas de operacion del biofiltro de 2.5 L.

. P 2 - AP -1
Tiempo (dias) € k (cm?) K (ems™) T (cm H;0 cm lecho™)
0 0.47 1.09x10™ 592.03 1.86x10™
98 0.29 1.42x10° 77.39 1.42x107

Kim y col.””® han sefialado que la permeabilidad de los medios porosos
disminuye con el crecimiento de las bacterias y con la produccion de
exopolimeros, reduciendo y obstruyendo el espacio entre las particulas.

La razén de permeabilidades (permeabilidad inicial / permeabilidad final) es una
funcién de las propiedades del material poroso (porosidad, tamafio de poros,

130

radio de poro minimo, propiedades superficiales, etc.)”™ y de la cantidad e

115



integridad de la biopelicula, la cual a su vez, es una funcién del tiempo que ha
sido abastecida con nutrientes’**.

La permeabilidad relativa intrinseca (4 ) disminuyé 10 veces con respecto a la
inicial desde un valor de 1.09x10™ cm? hasta 1.42x107° cm?. Esta disminucién de
k redujo el tiempo de residencia efectivo, es decir, disminuyd el tiempo de
contacto entre fases (gas -liquido) dada la formacion de canalizaciones vy
posibles zonas muertas provocando una mala distribucion de flujo. Esto reduce
las tasas de transporte del contaminante y del oxigeno a la biopelicula. La
variacion en la permeabilidad relativa afecta ciertos parametros de transporte
como se ha demostrado con los coeficientes de difusion efectivos de O, y CO;
en el gas™'.

Los valores de & produjeron caidas de presién teéricas minimas en el lecho de
1.86x10™ cm H,0 cm lecho™ (dia 0) y de 1.42x10™ cm H,O cm lecho™ (dia 98),
respectivamente. Las caidas de presion tedricas obtenidas concuerdan en orden
de magnitud con las caidas de presion experimentales bajas de 8.17x10° cm
H,O cm lecho™, reportadas por Kibazohi y col.”*?. Estas caidas de presién fueron
obtenidas en experimentos de biofiltracion usando como soporte perlita y un flujo
de 20 m®* m? h” (0.55 cm s™). Cabe sefialar que este flujo es casi tres veces
superior al manejado en este estudio de biofiltracion, lo que incrementa la caida
de presion en lechos porosos.

Los resultados tedricos obtenidos sugieren que la perlita es un soporte que
ofrece la oportunidad de utilizarse en procesos de biofiltracion generando una
caida de presion baja y estable. Sin embargo, si aumentamos el flujo de gas a
través del lecho, la caida de presién aumenta considerablemente, tal como se
muestra en la seccién 3.3.5. Si la caida de presion al final de la operaciéon del
biofiltro fue de 1.42x10™ cm H,0 cm lecho™ a un flujo de 0.3 L min™, la esperada
para un flujo de 2.5 L min™" es de 1.19x102 cm H,O cm lecho™, es decir, 8 veces
superior. Debido a esto, es importante elegir soportes que proporcionen una
permeabilidad relativa intrinseca grande como la perlita con respecto a otros
como por ejemplo, la resina de intercambio idnico (Amberlita IRA-900, Rohm &

Haas, Philadelphia, PA) utilizada por Auria y col."® en experimentos de
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fermentacién en estado sodlido. Esta resina proporciona una permeabilidad
relativa inicial 43 veces menor, lo cual, no es deseado para evitar caidas de
presion elevadas y taponamiento del lecho con largos periodos de operacion.

La medicion de AP permite acoplar un fendmeno puramente fisico con una
respuesta biolégica como es el crecimiento de la biomasa, Auria y col.'.
Aunque en este estudio se hizo de manera inversa, es decir, a partir de los
cambios de porosidad en el lecho dado el crecimiento de biomasa, se calcul6 la
permeabilidad relativa y posteriormente la caida de presion.

Es evidente que hay que tomar en cuenta que los microorganismos no crecen de
manera totalmente homogénea en el reactor, lo cual, modifica la permeabilidad
relativa en diferentes posiciones del mismo. Sin embargo, para este trabajo se

hizo esa consideracion.

3.2.6. Microscopia electronica de barrido

La acumulaciéon de la biopelicula a través del tiempo se demuestra con
observaciones al microscopio electrénico, Figura 34. Tal como lo sefiala
Bryers™* una biopelicula estd compuesta de una red de polimeros

extracelulares y de células inmersas en ella.

Figura 34. Micrografia electrénica de biopelicula sobre perlita. Muestra
tomada al final de la operacion de biofiltro de 2.5 L.
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En presencia de los nutrientes apropiados, las células dentro de la biopelicula
pueden reproducirse y producir mas biopolimeros o exopolimeros, lo cual,
provoca la expansion de la biopelicula. A medida que la biopelicula crece debido
al crecimiento celular y a la produccidén de estos biopolimeros, ésta se extiende
sobre la superficie y su espesor incrementa'®. Esto se corrobora con las
diferencias sustanciales entre las micrografias electronicas obtenidas con
muestras de biopelicula sobre soporte de los biofiltros de 0.5 L (Figura 22) con

respecto a las del biofiltro de 2.5 L (Figura 34).

MICELIO

Figura 35. Micrografia electrénica de microorganismos contaminantes.

Hongos y levaduras.
Christensen y Characklis'*®> demostraron que la densidad de la biopelicula en la
base era aproximadamente tres veces mas grande que aquélla cercana al
liquido. Esta diferencia de densidades entre ambas significa que la biopelicula
nueva producida en la interfase con el liquido es menos densa que la biopelicula
vieja. Por lo que podemos esperar una gran cantidad de microorganismos por
debajo de la biopelicula superficial mostrada. En las micrografias electronicas
obtenidas, ademas de un crecimiento abundante de bacterias, se observo

contaminacion por hongos y por levaduras, Figura 35.
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Se trataron de identificar los microorganismos, y para ello se llevaron a cabo
resiembras y microcultivos para observacién al microscopio 6ptico. El hongo se
identific6 como Penicillium sp., Figura 36. En esta Figura se aprecian las hifas
aéreas y los conidiéforos, los cuales, son ramificados y tienen cabezas con
aspecto de cepillo. Estos conididforos son los que contienen a las esporas’®.
Los Penicillium sp. pertenecen a la clase de los deuteromicetos y estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza. Algunas especies descomponen las
frutas, vegetales, conservas, granos vy pastos. Es por ello que es muy facil

encontrarlos como contaminantes, sobre todo si el pH es acido.

Figura 36. Fotografia de hongo contaminante obtenida mediante el

microscopio 6ptico. Ampliacion: 4000X .
3.2.7. Experimentos cinéticos con muestra de biofiltro de 2.5 L del dia 51 de
operacién
Estos experimentos de microcosmos se hicieron con el objeto de evaluar la
actividad de la cepa Pseudomonas aeruginosa después de estar sometida a
condiciones de biofiltracion durante 51 dias. Para ello se calcularon las tasas de
degradacion de hexano y de MTBE, asi como la tasa de produccion de TBA, el
cual, se acumulé parcialmente en el sistema. Se hicieron experimentos por

duplicado con muestras de soporte con biopelicula tomadas del biofiltro de 2.5 L.
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Se probaron cuatro condiciones, alimentacién de hexano y MTBE y alimentacion
de hexano y TBA, ambas con soporte sélido s6lo y con soporte y 25 ml de medio
mineral.

En la Figura 37 se presenta la evolucion de la cantidad de hexano y MTBE
promedio consumida, y acumulacion de TBA y CO; para el microcosmos con
medio mineral y alimentacion de hexano y MTBE. En este caso, los
microorganismos consumieron todo el hexano en menos de 38 horas. La tasa de
degradacién de hexano fue de 394 mg hexano g proteina™ h™ (Tabla 3.2.8.), es
decir, 2.8 veces superior a la obtenida en los microcosmos con muestra de
soporte de los biofiltros de 0.5 L. Estos resultados sugieren que la bacteria
puede encontrarse en distinto estado fisioldégico de un periodo a otro. Ademas, el
periodo de aclimatacion del microorganismo al compuesto que pretendemos
biodegradar y utilizar como fuente de carbono y energia es de fundamental
importancia®®'*". En el primer experimento de biofiltracién, los microorganismos
fueron adaptados en cultivo liquido a hexano y a MTBE durante un periodo
aproximado de 3 meses. En cambio, para el segundo experimento de
biofiltracion, este periodo fue de aproximadamente 5 meses, lo que pudo haber
incrementado las tasas de degradacion.

El MTBE se consumié totalmente a una velocidad maxima de consumo de 20
mg MTBE g proteina™ h™ (Tabla 3.2.8.) con un coeficiente cometabdlico de 1.06.
Sin embargo, hubo acumulacion de TBA correspondiente al 57 % del tedrico
producido segun la cantidad de MTBE consumida. Esto puede deberse a la falta
de hexano para lograr la total degradacion de TBA.

En la Figura 38 se presentan los perfiles de consumo promedio de hexano y
TBA y produccion de CO, para el microcosmos con medio mineral y
alimentacion de hexano y TBA. En esta Figura se aprecia que el consumo de
TBA también es cometabdlico ya que una vez agotado el hexano, el TBA

permanece practicamente constante.
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Figura 37. Evolucion del consumo de Hexano y MTBE y acumulacién
de TBA y CO, por la cepa Pseudomonas aeruginosa. Botella
serologica con muestra del biofiltro de 2.5 L y 25 ml de medio
mineral. Alimentacion: Hexano v MTBE.
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Figura 38. Evolucion del consumo de Hexano y TBA y produccién de
CO, por la cepa Pseudomonas aeruginosa. Botella seroldgica con
muestra del biofiltro de 2.5 L y 25 ml de medio mineral. Alimentacién:
Hexano v TBA.

Los balances de carbono, resumidos en la Tabla 3.2.8., muestran un porcentaje

de mineralizacion del 45 + 1 % para el microcosmos con soporte y MM vy
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alimentacion de hexano y MTBE. Este dato es equiparable al obtenido por
Morales y col.*? en experimentos de microcosmos en condiciones similares con
un consorcio del cual, proviene el microorganismo empleado en estos
experimentos. Este porcentaje de mineralizacion (45 + 1 %) fue inferior al
obtenido en el microcosmos con soporte y MM y alimentacion de hexano y TBA
(72 £ 0.2). La posible razén es que hay una extraccion de energia del primer
paso de la ruta de degradacion de MTBE para producir TBA y formaldehido, el
cual, eventualmente se transforma hasta CO, y H,O. Esta energia puede usarse
para la produccion de nuevo material celular. Cabe senalar que el formaldehido
no fue detectado en las muestras. No obstante, el TBA es transformado hasta
CO; y H20 por una serie de reacciones de oxidacion subsecuentes de donde no
se obtiene energia. El resto del carbono puede deberse a otros intermediarios de
la ruta de degradacion del MTBE que no fueron cuantificados asi como a

biomasa y polisacaridos.

Tabla 3.2.8. Balances de carbono y tasas de degradacion promedio en

microcosmos con muestra del biofiltro del dia 51 de operacion.

Alimentacién: Hexano y MTBE Alimentacion: Hexano y TBA
Soporte Soporte y MM Soporte Soporte y MM
Hexano consumido (mg) 1.58 £ 0.05 1.52+0.44 2.39+0.02 1.22+£0.48
MTBE consumido (mg) 1.25+0.02 1.64 +0.70 - -
TBA prod.? o cons.” (mg) 0.76 + 6E™? 0.70 £ 0.08° 0.10 £ 0.03° 0.67 +0.07°
CO; producido (mg) 5.07+£0.24 3.99 +1.47 4.00+0.22 3.84+1.18
% MTBE consumido 89+3 100+ 0 - -
% TBA acum.® o cons." 72+1° 57+30° 11£3° 507
% mineralizacion total 64+5 45 +1 53+4 72+0.2
Coeficiente cometabolico 0.79 £0.01 1.06 +0.16 0.04 +£0.01 0.59+0.17
Tasa de degradacion de Hexano 7622 394 + 56.6 82+2.1 321 +£55.8
(mg g proteina™ h™)
Tasa de degradacién de MTBE (mg 13.8+0.7 19.9+52 - -
g proteina” h™)
Tasa de produccion® o consumo® de 52+0.8 8.3+1.2° 0.7+0.1° 6.7+£1.1°
TBA (mg g proteina™ h™")

% mineralizacion total = 100 X (mg CO, experimentales / mg CO, tedricos)
Coeficiente cometabdlico = Si la alimentacién es Hexano y MTBE: (mg MTBE consumido / mg Hexano

consumido). Si la alimentacién es Hexano y TBA: (mg TBA consumido / mg Hexano consumido).
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En estudios similares, la degradacion de TBA por propanétrofos fue
significativamente menor que la degradacion de MTBE. Analisis de metabolitos
celulares, hechos por Steffan y col.®°, demostraron que el TBA se oxidaba a 2-
metil-2-hidroxi-1-propanol y posteriormente hasta HIBA. Ninguno de los cuales
era un buen sustrato de crecimiento para los organismos. La acumulacién de
HIBA durante la degradacion de MTBE sugiere que la conversion del primero a
intermediarios metabolizables, es un paso limitante en la mineralizacién del
MTBE y TBA. Sin embargo, en estos estudios no fue posible cuantificar al HIBA.
En la Tabla 3.2.8. también se reportan los coeficientes cometabdlicos para
MTBE y TBA. Los coeficientes cometabdlicos de MTBE (1.06 mg MTBE mg
hexano™") fueron superiores a los reportados para cometabolismo de MTBE con
pentano (0.7 mg MTBE mg pentano™) (Garnier y col.?") y para cometabolismo de
MTBE con hexano ( 0.5 — 0.8 mg MTBE mg hexano™) (Morales y col.*?). Sin
embargo, el coeficiente cometabolico de TBA (0.59 mg TBA mg hexano™) se
encuentra por debajo del reportado por otros autores. Gonzalez'*® obtuvo un
coeficiente cometabdlico de 1.40 mg TBA mg hexano™” con el consorcio MI
constituido predominantemente por microorganismos pertenecientes al género
Pseudomonas.

En estos experimentos cinéticos, el MTBE fue consumido durante algunas horas
después de agotado el hexano, tal como lo reportan Munguia''” y Morales y
col.??. Estos resultados sugieren una alimentacion del sustrato de crecimiento
por pulsos, que permita mantener el cultivo activo y a su vez economizar
costos'"”. Sin embargo, ésto no siempre sucede. Garnier y col.”® encontraron un
consorcio degradador de MTBE por cometabolismo con pentano, en donde al
agotarse el pentano, la degradacion de MTBE se detenia inmediatamente. En
este caso, la degradaciéon de TBA era muy baja produciendo tan so6lo un 20 % de
mineralizacion de MTBE.

En ambos experimentos de microcosmos, alimentacion de hexano y MTBE y de
hexano y TBA, los consumos de contaminantes fueron superiores cuando se
agregd medio con sales minerales sugiriendo problemas de limitacion de

nutrientes al igual que en el experimento de biofiltracién 1. En los experimentos
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alimentados con hexano y TBA, la tasa de degradacion de hexano en medio
liquido se incrementd 3.9 veces con respecto a la obtenida en medio sélido y
aun mas, hasta 5.2 veces, cuando la alimentacién fue hexano y MTBE. Sin
embargo, estas relaciones son inferiores a las encontradas en los microcosmos
con muestra de los biofiltros de 0.5 L, lo que puede deberse a las condiciones en
las que se encontraba la muestra tomada, es decir, con un mayor contenido de
humedad y nutrientes dado un mayor control de estos parametros en el reactor
de 2.5 L.

Para el MTBE, la tasa de degradacién alcanzada con soporte sélido y MM
aumentd sélo en un 50 % con respecto a la obtenida en el microcosmos con
soporte solido.

Por otro lado, la tasa maxima de consumo de TBA fue de 6.7 + 1.1 mg TBA g
proteina™ h y su tasa de produccion en los microcosmos alimentados con
hexano y MTBE fue de 8.3 + 1.2 mg TBA g proteina™ h™'. La tasa de produccién
es 20 % superior a la tasa de consumo por lo que, tiende a acumularse en el
sistema una vez agotado el hexano. Su consumo también es cometabdlico y
fortuito ya que se encuentra presente en la biopelicula en mayor proporcidon que
el hexano dado su coeficiente de particién (6.1x10* a 25 °C).

A partir de la tasa volumétrica maxima de consumo de sustrato (Vmax) fue posible
evaluar la capacidad de eliminacién maxima tedrica de hexano y de MTBE en el
reactor. Esta tasa, expresada en mg de sustrato h™', puede extrapolarse al
volumen del reactor dividiendo entre la masa de soporte en el microcosmos (g) y
multiplicando por la densidad de empaque en el reactor (g m™). Los resultados

se muestran en la Tabla 3.2.9.

Tabla 3.2.9. Estimacion de la CE tedrica de hexano y de MTBE evaluada a partir

Compuesto Vméx (mg h-1) CE teodrica (g m-3 h-1) CE experimental (g m-3 h-1)
Hexano 0.377 120 8+5%
MTBE 0.019 6 6 +5%

Nota: Muestra tomada del biofiltro el dia 51 de operacion.
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La CE tedrica del hexano estd muy por encima de la CE experimental obtenida
para el momento en que se tomé la muestra, al igual que para todo el periodo de
operacion del biofiltro. Esto sugiere que hubieron limitaciones en el reactor,
principalmente debido al descenso del pH, tal como se muestra en la Figura 26,
hasta valores dafinos para la bacteria empleada. En estos experimentos de
microcosmos no hubo acidificacion de la fase acuosa, se utilizé medio mineral
de composicion 1X.

En el caso del MTBE, la CE tedrica practicamente es igual a la CE experimental.
Sin embargo, es posible que las pequefias desviaciones se deban a una dudosa
cuantificacion de la proteina. Se hizo una aproximacién de biomasa y polimeros
evaluados por TGA a una relacién (biomasa y polimeros — proteina) obtenida al
final de la operacion del biofiltro.

No obstante, con estos resultados se demuestra que la extrapolacion de los
resultados obtenidos en microcosmos no siempre resulta una herramienta util

para estimar el comportamiento de los microorganismos en el biofiltro.

3.2.8. Experimentos cinéticos con muestra extraida del biofiltro de 2.5 L al final
de la operacion.

Al final de la operacion del biofiltro de 2.5 L se hicieron una serie de
experimentos de microcosmos con muestra extraida de éste, para determinar si
la actividad en todo el reactor era homogénea o no. Para ello se tomd una
muestra representativa de cada uno de los cuatro modulos en los que se dividié
el biofiltro y se iniciaron experimentos cinéticos cuantificando el consumo de
hexano, MTBE y TBA y produccién de CO, a través del tiempo. Se llevaron a
cabo dos tipos de experimentos, una serie con muestra de perlita entera y otra
con muestra de perlita molida. Esto se hizo para ver si existian problemas
difusionales en el caso de la perlita entera cubierta de biopelicula con respecto a
la perlita molida, es decir, una vez liberadas las células en el medio liquido.

La evolucion del consumo promedio de hexano y de MTBE y produccion de CO,

en los experimentos con perlita entera se muestran en la Figura 39.
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Figura 39. Evolucién del consumo promedio de Hexano y MTBE y
produccion de CO, de los 4 modulos del biofiltro (2.5L). Botella
serolégica con muestra de perlita entera y 25 ml de medio mineral.

Tabla 3.2.10. Balances de carbono y tasas de degradacion promedio en

microcosmos con muestra de los cuatro médulos al final de la operacion del

biofiltro de 2.5 L.

Perlita entera

Perlita molida

Hexano consumido (mg)
MTBE consumido (mg)
CO, producido (mg)

% MTBE consumido

% mineralizacion total
Coeficiente cometabdlico
Vmax €specifica de Hexano
(mg g proteina™ h™")

Vmax €specifica de MTBE
(mg g proteina™ h™")

1.40 £ 0.08
1.35+0.09
15.71 £1.40
9+3
205+ 20
0.97 £ 0.07
986.5+73.7

12.8+3.8

1.60 £ 0.04
1.24 £ 0.09
15.67 £ 1.74
95+5
197 £ 24
0.79+0.07
1115.6 + 84.1

16.0+4.2

% mineralizacion total = 100 X (mg CO. experimentales / mg CO, tedricos)

Coeficiente cometabdlico = (mg MTBE consumido / mg Hexano consumido)

En esta Figura se sintetizan los resultados obtenidos para los cuatro modulos.

En todos los casos, el hexano se agoté en menos de 24 h y su consumo

procedié a una tasa volumétrica maxima de consumo promedio de 986.5 + 73.7
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mg hexano g proteina™ h™', (Tabla 3.2.10.). EIl MTBE se consumio totalmente en
aproximadamente 200 h a una velocidad volumétrica maxima de consumo
promedio de 12.8 + 3.8 mg MTBE g proteina” h™ (Tabla 3.2.10.). No hubo
acumulacion de TBA por lo que se infiere que las tasas de consumo de MTBE y
de TBA fueron muy similares. Este compuesto no fue detectado en el sistema.

En la Tabla 3.2.11. se muestran las tasas volumétricas maximas especificas de
consumo (Vmax) de hexano y de MTBE obtenidas en microcosmos para cada

maodulo con perlita entera.

Tabla 3.2.11. Tasas volumétricas maximas especificas de consumo de hexano y
MTBE por modulos obtenidas en experimentos de microcosmos con muestra de

perlita entera.

Médulos Vmax (mg hexano g proteina” h”)  Vmax (mg MTBE g proteina™ h™)

I 1034.9+72.7 7.5+01
Il 1062.6 + 2.7 17.1+£1.0
1 931.6+24.2 144+15
v 916.9+13.0 121 +0.7

En el médulo Il, la Vs especifica de hexano fue tan soélo 8 % superior con
respecto a la Vnax especifica de hexano promedio en todo el reactor. Sin
embargo, para este mismo modulo, la Vmax especifica de MTBE fue 34 %
superior a la Vinax especifica de MTBE promedio.

En el mdédulo IV, la Vnax especifica de hexano fue 7 % menor que la Viax
especifica de hexano promedio y la Vinax especifica de MTBE fue 6 % mayor que
la Vimax especifica de MTBE promedio. No obstante, estos resultados confirman
que el comportamiento del biofiltro al final de su operacion fue practicamente
homogéneo ya que los microorganismos mantuvieron la misma actividad
degradativa. Aunque la parte intermedia del biofiltro, médulos Il y 1ll, fue la que
proporciono las mejores condiciones de desarrollo de la poblacion microbiana al
no tener problemas de secado ni de limitacion de nutrientes o acumulacion de
subproductos dado el arrastre provocado por la percolacion de medio mineral.

Estas variables pueden afectar el comportamiento del microorganismo tal como
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se discutio en la seccién 3.1.3. Ademas, el desarrollo de las biopeliculas puede
diferir dependiendo de las condiciones ambientales, tal como lo demostraron
Christensen y Characklis’®. No obstante, en este experimento no se tuvieron
variaciones importantes entre un médulo y otro (seccion 3.2.1).

En la Figura 40 se muestra la evolucién del consumo promedio de hexano,
MTBE y TBA y produccion de CO,, obtenidos a partir del experimento en lote

con muestra de perlita molida de los cuatro modulos.
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Figura 40. Evolucion del consumo promedio de Hexano, MTBE y
TBA y produccion de CO, de los 4 modulos del biofiltro (2.5L). Botella
serolégica con muestra de perlita molida y 25 ml de medio mineral.

El hexano se consumié en menos de 24 h a una tasa volumétrica maxima de
consumo promedio de 1115.6 + 84.1 mg hexano g proteina™ h™ (Tabla 3.2.10.).
En este caso, el MTBE se consumio en aproximadamente 150 h a una velocidad
volumétrica maxima de consumo promedio de 16.0 + 4.2 mg MTBE g proteina™
h™ (Tabla 3.2.10.), es decir, una tasa volumétrica de consumo 20 % superior a la
alcanzada con perlita entera. No hubo acumulacién de TBA. Este pudo ser
detectado en fase liquida, pero solamente el 6 % del teérico producido del primer
paso de transformacion de MTBE a TBA, segun su relacion estequiométrica. La
velocidad volumétrica maxima de consumo promedio fue de 0.814 + 0.24 mg
TBA g proteina™ h™'. Sin embargo, ésta es una subestimacién ya que al no haber

acumulacion de TBA las tasas de consumo de MTBE y de TBA debieron ser
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muy similares. En la Figura 40 se observa que la degradacién de TBA ocurrio a

1.%° en donde

la par de la del MTBE, al contrario de lo reportado por Steffan y co
la degradacion de TBA por la cepa ENV425 no ocurrio hasta la completa
remocion de MTBE.

En la Tabla 3.2.12. se resumen las tasas volumétricas maximas especificas de
consumo de hexano y MTBE de los cuatro médulos obtenidas en experimentos
de microcosmos con muestra de perlita molida. La velocidad volumétrica
maxima de consumo de hexano fue practicamente la misma en todos los
modulos con una desviacidon de tan solo £ 9 % con respecto al promedio. En el

caso del MTBE, la desviacién fue del + 29 %.

Tabla 3.2.12. Tasas volumétricas maximas especificas de consumo de hexano y
MTBE por mdédulos obtenidas en experimentos de microcosmos con muestra de

perlita molida.

Médulos Vmax (Mg hexano g proteina™ h™") V.4 (mg MTBE g proteina™ h™)

I 1018.2 + 109.6 11.4+£25
Il 1150.9 + 23.2 16.0+£0.6
1] 11562.8 + 107.3 175154
v 114050 19.3+4.6

La tasa volumétrica maxima promedio de consumo de hexano con muestra de
perlita molida fue 12 % superior a la obtenida en los experimentos con perlita
entera. Para el MTBE la diferencia entre estas tasas fue del 20 %. Esto se debe
seguramente a una mayor biodisponibilidad del hexano y del MTBE dada la
resistencia que ofrece la biopelicula a la difusion de éstos y a una mayor
dispersion de las células en el medio liquido. Estos resultados confirman la
existencia de problemas de transporte difusional en el reactor.

En la Tabla 3.2.10. se resumen los balances de carbono promedio y las
velocidades maximas de consumo promedio de hexano y de MTBE para los
microcosmos con perlita entera y con perlita molida. Los balances de carbono
muestran un porcentaje de mineralizacion del 205 + 20 % para el microcosmos

con perlita entera y del 197 £ 24 % para el microcosmos con perlita molida.
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Ambos porcentajes de mineralizacidon son superiores a los obtenidos en
experimentos cinéticos con muestra del dia 51 de operacion (seccién 3.2.7.). El
exceso de CO, se debe a la degradacién de fuentes de carbono alternas.
Probablemente a compuestos organicos liberados por lisis celular y
posteriormente degradados y/o a otro material biodegradable acumulado durante
el proceso de biofiltracion como metabolitos intermediarios y biopolimeros
presentes en la biopelicula. Estas sustancias se produjeron durante la operacion
del biofiltro y los microorganismos posiblemente las tomaron como fuente de
carbono. Las micrografias electronicas, Figura 34, confirman la presencia de
exopolisacaridos. Estos resultados corroboran el incremento en la produccion de
CO;, hacia el final de la operacion del biofiltro de 2.5 L, Figura 27. En
experimentos independientes con muestra de extracto de células en medio
mineral se siguiod la produccion de CO; a través del tiempo. Se encontro un 83 %
de CO; por consumo de material biodegradable acumulado y sélo 17 %
correspondiente a CO; producido por mantenimiento celular. Resultados

similares fueron obtenidos por Morales y col.*

en un biofiltro para degradar
vapores de tolueno. Estos autores también obtuvieron una produccion de CO;
superior a la conversion estequiométrica prevista considerando mineralizacion

1.1%° en estudios hechos en un biofiltro de lecho

total. Asimismo, Disk y co
escurrido para la remociéon de diclorometano (DCM), encontraron que la tasa
total de produccion de CO; se incrementaba con el tiempo y demostraron que el
exceso de didxido de carbono provenia de la degradacion de biomasa y de
material biogénico.

En la Tabla 3.2.10. también se reportan los coeficientes cometabdlicos del
MTBE para ambos experimentos. El coeficiente cometabdlico de MTBE fue de
0.97 £ 0.07 y de 0.79 £ 0.07 para el microcosmos con muestra de perlita entera
y de perlita molida, respectivamente. Este coeficiente cometabdlico es superior
al reportado para el consorcio del cual se aisl6 la cepa utilizada (0.5 — 0.8 mg
MTBE mg hexano™) y comparable al obtenido en los experimentos cinéticos

realizados con muestra del dia 51 de operacién.
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A partir de las velocidades maximas de consumo de sustrato (Vmax), fue posible
evaluar la capacidad de eliminacién maxima teérica de hexano y de MTBE. Los

resultados se muestran en la Tabla 3.2.13.

Tabla 3.2.13. Estimacion de la CE tedrica de hexano y de MTBE evaluada a

partir de Vmax.
Compuesto Vméx (mg h-1) CE teodrica (g m-3 h-1) CE experimental (g m-3 h-1)
Hexano 0.965 430 20 £ 5%
MTBE 0.013 6 8+5%

Nota: Muestra de perlita entera tomada del biofiltro al final de la operacién.

La CE tedrica de hexano esta muy por encima de la CE experimental obtenida
en todo el periodo de operacion del biofiltro. Esto sugiere que hubieron
limitaciones en el reactor como fue el descenso del pH, limitacidon de nutrientes y
el secado del lecho. Se ha demostrado que las tasas de consumo de sustrato

.. Para la

disminuyen cuando se tiene menor contenido de agua (Acufa y co
mayoria de las bacterias el crecimiento es 6ptimo a actividades de agua (aw) por
encima de 0.99, mientras que la actividad de agua minima esta en el rango de
0.9 a 0.99. Esta es una desventaja con respecto a los hongos, los cuales,
soportan condiciones ambientales mas severas como actividades de agua mas
bajas, entre 0.93 y 0.98 y pHs acidos, entre otras (Garcia-Pefia y col.>”).

Las predicciones de CE para hexano fueron muy diferentes a las obtenidas con
muestra del dia 51, debido a la diferencia en la Vmsx. Acufia y col.?® hicieron
extrapolaciones de CE tedrica de tolueno y compararon con la CE experimental
obtenida en biofiltro en diferentes periodos de operacion de éste. Estos autores
encontraron que en la primera fase de arranque del sistema la extrapolacion fue
bastante buena. Sin embargo, ésta se fue haciendo cada vez mas pobre con
una razon (CE experimental/ CE tedrica) de 9 veces.

En el caso del MTBE, la CE tedrica obtenida con muestras en ambos tiempos es
muy similar a la CE experimental. La estimaciéon de CE a partir de la tasa
volumétrica maxima de consumo puede funcionar en ciertos casos,

preferentemente cuando el compuesto a tratar es hidrofilico. Santana’®, en su
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tesis de Maestria, obtuvo una correlacion entre la CE experimental y la CE
tedrica de metanol empleando Pichia Methanolica. Estas diferian tan sélo en un
8 %.

Es importante enfatizar la discrepancia de estos resultados ya que pueden
indicar un estado fisiolégico de la cepa distinto de un ensayo a otro. Ademas,
ponen de manifiesto una posible influencia de consumo de materiales
adicionales que promovieron mayores tasas de consumo de hexano al final de la
operacién del biofiltro. Un comportamiento similar fue observado por Egli™*.

Sin embargo, las tasas de degradacion alcanzadas para MTBE y hexano asi
como los % de mineralizacién son superiores a los reportados por otros autores.
Steffan y col.?® (1997) reportaron una especie de Pseudomonas sp. CAM capaz
de degradar MTBE a una tasa de 2.11 mg g proteina™ h™. No obstante, el
microorganismo solamente biotransformaba MTBE a TBA. Mas tarde, Garnier y
col.®! (1999) obtuvieron una tasa de degradacién de MTBE de 20 mg g proteina™
h™' con una especie de Pseudomonas aeruginosa. No obstante, esta cepa no
mineralizé al MTBE, éste se acumulé como TBA dada su tasa de degradacion
considerablemente mas lenta de 4.25 mg g proteina™ h™. Sélo el 20 % fue
transformado hasta CO,. Una tasa de degradacion similar fue reportada por

Hyman y col.™’

(1999) para una especie de Pseudomonas mendocina crecida
en 2-metilpentano. En todos estos casos con Pseudomonas, hubo acumulacion
de TBA, sugiriendo que el paso limitante en la degradacion del MTBE es éste.
Sin embargo, en nuestro caso, el TBA se consumié totalmente en los
experimentos de microcosmos. Mas recientemente, Morales y col.*? (2004)
reportaron tasas de degradacion de MTBE en cometabolismo con hexano de
hasta 11.5 mg g proteina™ h™ y 281 mg g proteina™ h™, respectivamente. Sin

embargo, en el mismo afio, Gonzalez'®

obtuvo tasas de degradacién de hexano
de 425 mg g proteina™” h™, alimentando la misma cantidad de hexano que en
este trabajo, y de hasta 896 mg g proteina h™' al alimentar 5 mg de hexano
medidos como mg C. De igual manera, la tasa de degradacion de MTBE fue de

-1

alrededor de 42 mg MTBE g proteina” h™ siendo 2 veces superior a la

alcanzada en este estudio.
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No obstante, estudios con otros microorganismos han presentado mejores
resultados y hasta mineralizacién. Liu y col."? (2001) obtuvieron tasas de
degradacion en cometabolismo con butano empleando una cepa Arthrobacter
(ATCC 27778) de 35.8 mg g proteina™ h™ y un porcentaje de recuperacion de
carbono como CO; del 97 %. Hernandez y col.®? (2001) reportaron tasas de
degradaciéon de MTBE en el rango de 51 - 121 mg g proteina™ h™", con un
consorcio enriquecido del material de empaque de un biofiltro para tratamiento
de vapores de gasolina. Si bien, se trata se tasas de degradacion de MTBE
superiores, en muchos casos los cultivos degradadores no son estables,

impidiendo su aplicaciéon en campo.
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3.3. Experimento de biofiltraciéon 3

3.3.1. Desempefnio del biofiltro

A) Evolucion de la capacidad de eliminacién y eficiencias de remocion para el
hexano y MTBE

Se inicid un tercer experimento de biofiltracion con el objetivo de alcanzar un
comportamiento mas estable de las capacidades de eliminacién (CE) y
eficiencias de remocion (ER). Para ello se plante6 un mejor control del pH
adicionando medio mineral (MM) de composicion 1X dos veces al dia. Es
conocido que los biofiltros pueden generar drenados o lixiviados si son sobre
humidificados. Los lixiviados contienen células, contaminantes sin consumir,
subproductos, nutrientes, acidos y sales. Pequefias cantidades de lixiviados
pueden ser de ayuda, dado que acarrean las especies daifinas para la operacion
del biofiltro y reducen su acidificacion. Sustancias como el acido clorhidrico que
se produce por la degradacion de hidrocarburos clorados, el acido sulfurico por

la oxidacion de sulfuros organicos, entre otros (Devinny y col.?®

) pueden ser
removidos con este método.

Las condiciones iniciales del sistema fueron las mismas empleadas en el
experimento 2. EI comportamiento de la CE y ER del hexano se muestra en la

Figura 41.
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Figura 41. Evolucién de la CE y ER de hexano en experimento 3.
Medio mineral (MM).
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En esta Figura se observa que durante la etapa de arranque se alcanzaron
capacidades de eliminacién considerablemente mas bajas que en el biofiltro
anterior. Posteriormente del dia 23 al 31, se presentd un periodo de cortes de
alimentacion de aire, lo que afectd al sistema. Sin embargo, el biofiltro se
recupero al restablecerse el flujo paulatinamente y se mantuvo estable hacia el
final de la operacién en valores promedio de CE de hexano de 17 g m> h™'. A
pesar de duplicar el flujo de aire (dia 38) para diluir la concentracion de entrada y
tratar de discernir si habia problemas de inhibicién por concentracion elevada de
sustrato, el sistema permanecié sin cambio alguno. Por lo tanto, se cree que no
se tenian problemas de inhibicion. Finalmente, se decidié adicionar medio
mineral en intervalos de tiempo mayores para tratar de eliminar el exceso de
agua que pudo afectar el transporte del hexano. Sin embargo, no hubo una
mejoria apreciable.

La transferencia de masa de hexano de la fase gaseosa a la fase liquida pudo
haber sido impedida por el alto contenido de humedad, tal como sefialan Budwill

y col."™y Van Groenestijn y col.'®.
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Figura 42. Evolucién de la CE y ER de MTBE en experimento 3.
Medio mineral (MM).

En el caso del MTBE, Figura 42, también se alcanzaron capacidades de

eliminacion bajas, siendo en el mejor de los casos de 6 g m™ h™'. No obstante,
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estos resultados eran de esperarse ya que se tuvieron CE de hexano muy bajas,
lo cual, necesariamente afectd el consumo de MTBE.

Al contrario del hexano, cuando adicionamos MM en intervalos mas grandes, la
CE de MTBE decayd hasta valores de 2 g m™ h™'. Este hecho puede deberse a
una limitacion de sales minerales o una limitacion de transporte al haber menos
fase acuosa, dadas las caracteristicas del MTBE y la necesidad de estar en
mayor proporcion con respecto al hexano para ser consumido.

Con respecto al pH, no hubo acidificacién del biofiltro, éste permaneci6 estable
en valores promedio de pH de 6.5, revelando que no se presentaron reacciones
de nitrificacién ni hubo acumulacion de subproductos acidos debido al uso de

MM (composicion 1X) y a la pobre degradacion de MTBE.

B) Evolucion del dioxido de carbono

Durante los 10 primeros dias que corresponden al arranque del biofiltro, se tuvo
una actividad metabdlica intensa resultando en una alta produccion de CO, con
un % de mineralizacion del 84 %. Posteriormente, la produccion de CO;
disminuy6é para estabilizarse nuevamente a partir del dia 18 en valores de
alrededor de 30 + 5 g m™ h™. El % de mineralizacién total fue del 65 % sin
considerar la conversion a biomasa (Tabla 3.3.2.).

En la Figura 43 se muestra la produccion de CO; a lo largo de la operacion del
biofiltro.
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Figura 43. Evolucion de la produccidon de CO, en experimento 3.
Medio mineral (MM).
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C) Evolucion de la humedad y biomasa

Al final de la operacion del reactor se cuantificaron el contenido de humedad y
biomasa por analisis termogravimétrico y por peso seco. También se cuantificd
la proteina. Se tomaron muestras de soporte con biopelicula en cuatro diferentes

alturas del biofiltro. Los resultados se resumen en la Tabla 3.3.1.

Tabla 3.3.1. Contenido de humedad, biomasa y proteina por moddulos en

experimento 3 al final de la operacion.

Humedad Biomasa Proteina
Moédulos 4 4 "
(g agua g perlita seca™) (mg g perlita seca™) (mg g perlita seca™)
[ 1.6 58.5 1.74
Il 2.3 64.7 1.76
1 2.1 67.4 1.87
v 2.1 59.7 1.61
Promedios 2.0 62.6 1.75

Los resultados de la Tabla 3.3.1. demuestran heterogeneidad en el contenido de
humedad a lo largo del reactor, sobre todo en la parte superior. El primer mdédulo
(MI) contenia menos agua (1.6 g agua g perlita seca™) debido principalmente al
secado provocado por el flujo de aire. Sin embargo, la humedad no descendio
hasta valores que pudieran afectar la actividad de los microorganismos. Los
otros médulos (MIl, MIll y MIV) permanecieron sobrehumedecidos con un
contenido de humedad 20 % superior al del experimento 2.

En la Figura 44 se presenta el perfil de analisis termogravimétrico (ATG) para el
médulo lIl. Este sélo denota la pérdida de peso al incrementarse la temperatura
hasta un valor limite que representa el peso del soporte inorganico. Los otros
tres mdédulos presentaron el mismo tipo de perfiles (Figuras no mostradas).

A partir de los perfiles de ATG se obtuvo un contenido promedio de biomasa y
exopolimeros de 63 mg g perlita seca™ (Tabla 3.3.1.). Este es 18 % inferior al
obtenido en el experimento anterior, debido presumiblemente al tiempo de
duracion del experimento asi como a las diferencias significativas en las

remociones alcanzadas. En el experimento 2 se eliminaron 93 g de
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contaminantes cuantificados como carbono total y en el experimento 3 se

eliminaron unicamente 55 g de C.

55 +——————T————T——T——T——T——T——

50 -

N
o
1
1

Pérdida de peso (mg)
8
1
1

w
a
1
1

30

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Temperatura (°C)

Figura 44. Andlisis termogravimétrico y térmico diferencial del modulo 111

La tasa de crecimiento en todo el biofiltro fue homogénea con un rendimiento
celular de 0.40 g biomasa g C total consumido™. De la biomasa promedio
cuantificada en el biofiltro solamente el 2.8 % corresponde a proteina, el resto se
debe a material extracelular polimérico acumulado en la biopelicula a lo largo de
la operacion del sistema. Para corroborar esta hipotesis, se sometio una muestra
del médulo Il a analisis elemental. Se obtuvo una composicion de biomasa igual
a CH15Ng.1280x. Esta posee menos N, e H, comparada con la composicion
reportada en la literatura para bacterias (CH2Ng 25005 0 CH1.666N0.2000.27)'*%. No
obstante, si consideramos que el 16 % de las proteinas es N, tendremos 1.93
mg proteina g perlita seca™. Este resultado correlaciona bien con los datos de
cuantificacion de proteina con una desviacion de tan solo 9 %, por lo que el resto
del carbono considerado en la féormula de la biomasa corresponde a la

produccion de biopolimeros.
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3.3.2. Balances de carbono

El balance de carbono para el experimento 3 se resume en la Tabla 3.3.2. Se
obtuvo un porcentaje de recuperacion de carbono por la produccion de CO, del
65.36 %, siendo éste la mayor contribucion. Considerando que el 50 % de la
biomasa es carbono, se recuperaron 11.05 g C como biomasa, lo que
corresponde a un 20.25 %. Las contribuciones por carbono adsorbido en soporte
y carbono absorbido en biopelicula fueron practicamente despreciables. El resto
del carbono que no fue cuantificado se presume se encontraba como

subproductos de reaccion.

Tabla 3.3.2. Resumen del balance de carbono en experimento 3.

Concepto Cantidad (g) Cantidad (%)
g de C eliminados Hexano WTBE
45.47 9.08
g de C eliminados totales 54.56
g de C recuperados como CO, 35.66 65.36
g de C recuperados como biomasa 11.05 20.25
g de C adsorbido en soporte sélido 0.17 0.32
g de C absorbido en fase liquida 0.01 0.02
TOTAL 46.89 85.95

3.3.3. Experimentos dinamicos

Se desarrollaron experimentos dinamicos en el tercer experimento de
biofiltracion suspendiendo la alimentacion de uno de los COVs, hexano o MTBE.
El objetivo fue observar la respuesta inmediata en el reactor a través del tiempo
dada la perturbacion causada. Los perfiles obtenidos se muestran en las Figuras
45 a) y b).

En la Figura 45 a) se aprecia como decae la CE del MTBE ante el cese de la
alimentacion de hexano. Después de un lapso de 3 horas, la cepa no es capaz
de metabolizar al MTBE, comprobandose que requiere forzosamente del
sustrato que sostiene el crecimiento. Durante los primeros 75 minutos

posteriores a la suspension de hexano, pareciese aumentar la CE del MTBE.
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Este hecho puede estar asociado a un fendbmeno de competencia entre los
sustratos por el sitio activo de las enzimas, y al no estar presente el hexano, el
MTBE tiene toda la facilidad para fijarse al sitio activo y ser consumido. Sin
embargo, durante los siguientes 100 min., la CE del MTBE decrece rapidamente
debido a que la actividad enzimatica dentro del microorganismo no puede ser
sostenida. Ninguno de los intermediarios de la ruta de degradacién del MTBE
son compuestos inductores de las alcano monooxigenasas.

Este comportamiento es diferente al obtenido por Munguia'’ en un biorreactor
de lecho empacado para la eliminacion de MTBE utilizando pentano como
sustrato de crecimiento. En este caso, después de la interrupcion de la
alimentacion de pentano, la eficiencia de eliminacion de MTBE se mantuvo
estable durante aproximadamente 40 horas y después disminuyd hasta un 20 %
de ER durante las siguientes 60 horas. Una vez restablecida la alimentacion del

alcano, la capacidad de eliminacion de MTBE se restablecia completamente.
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Figura 45. Respuesta de la CE ante la suspensién de uno de los COVs. a) Suspension de la
alimentacion de hexano, b) Suspension de la alimentacion de MTBE.

En cambio, en la Figura 45 b) podemos observar el aumento de la CE del
hexano ante el cese de la alimentacion de MTBE. Este incremento en la CE
exhibe nuevamente la competencia entre ambos sustratos tal como lo reportan

77
l.

Hardison y col.”” con el hongo Graphium sp. Ellos encontraron una interaccion

competitiva entre el n-butano y el MTBE para ligarse y oxidarse en la misma
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enzima. La CE de hexano alcanzd un méaximo de 32 g m™ h™' durante los
primeros 50 minutos. Durante este tiempo se restablecié el equilibrio entre el
hexano en fase gas y el hexano en fase liquida, el cual, puede ser modificado
por la presencia del MTBE. Posteriormente se alcanzé un nuevo estado

estacionario y la CE se mantuvo estable en valores alrededor de 20 g m>h™,

3.3.4. Distribucion de tiempos de residencia (DTR)

Los estudios de distribucidn de tiempos de residencia en el biofiltro (tercer
experimento de biofiltracion) se hicieron para conocer el grado de dispersidn
axial en el reactor de lecho empacado. Al mismo tiempo, se hizo una
comparacion de los resultados de acuerdo a los obtenidos con un modelo de

dispersion. En la Figura 46 se muestran las distribuciones de tiempo de

residencia a dos diferentes flujos, 200 ml min™ y 300 ml min™.
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Figura 46. Curvas de distribucion de tiempos de residencia
en biofiltro empacado con perlita e inoculado con
Pseudomonas aeruginosa.

Por comparacion entre las curvas experimentales presentadas en la Figura 46 y
las curvas tedricas obtenidas con el modelo de dispersion, Figura 47, se aprecia

que el comportamiento dentro del reactor de lecho empacado es el de flujo con
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dispersion intermedia. Ademas, se observa que la dispersibn se va
incrementando a medida que disminuye la velocidad superficial del gas.

Estos resultados se confirman con la correlacion para calcular la dispersion de
flujo laminar en tubos, construida a partir de los datos de Taylor (1953)'** y Aris
(1959)"°. A las condiciones manejadas en el sistema (P=1 atm y T=303.15 K),
se obtuvo un numero de Schmidt de 0.241, entendido éste como la razén entre
la viscosidad cinematica y la difusividad molecular.

Asimismo, para el flujo de 0.3 L min” se obtuvo un nimero de Reynolds de
5.519 que indica flujo laminar. Al realizar el producto (Re)(Sc) se determiné el

ud

9104

parametro —-, que en este caso fue de 1.331. De la Figura 9-1

AB

se leyo el

parametro de intensidad de dispersion representado por % Este se

ua,

correlaciona con las propiedades del sistema, diametro y longitud del tubo, (%}

Finalmente, al efectuar el producto entre la intensidad de la dispersion y el factor

geomeétrico, se obtuvo un médulo de dispersion, (%) de 0.129.
u

De la misma forma, se efectud el procedimiento descrito para un flujo de 0.2 L
min™', obteniéndose un médulo de dispersién de 0.271. Estos resultados
concuerdan con los reportados por Levenspiel'™, en donde se menciona que,
para flujo laminar, la difusidn molecular tiene un gran efecto sobre la dispersion,
a caudales bajos la promueve mientras que a caudales altos ejerce el efecto

contrario.

: . D . -
Por otro lado, si calculamos el parametro (_Lj considerando que el coeficiente
u

de dispersién solo es la difusividad molecular de helio en aire, el resultado para
un flujo de 0.3 L min™ es de 0.102. Este se desvia sélo un 26 % con respecto al
calculado con las curvas de la Figura 9-19'% para flujo en tuberias, por lo que

puede funcionar como una aproximacion razonable.
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D es un parametro que se denomina coeficiente de dispersion longitudinal o

axial, y caracteriza el grado de retromezcla durante el flujo.
También se obtuvieron las distribuciones de tiempo de residencia para el biofiltro

empacado con perlita sin la presencia de microorganismos. Los resultados se

muestran en la Figura 48.
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Figura 47. Curvas de distribucion de tiempos de residencia
para distintas intensidades de retromezcla predichas por el
modelo de dispersion. Adaptado de Levenspiel, (1974)1 4,
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143



En esta Figura se puede observar que las curvas de distribucidén de tiempo de
residencia con perlita sin inocular también presentan un ligero coleo cuando
disminuye la velocidad superficial del gas. Este coleo se debe a la dispersién
axial dentro del reactor. Sin embargo, si comparamos la curva de DTR para el
mismo flujo cuando tenemos al reactor empacado con perlita sola con respecto a
la curva de DTR cuando hay crecimiento de microorganismos, podemos
observar que el comportamiento es muy similar. No obstante, el crecimiento de
la biomasa ha influido hasta este momento en la distribucién del gas provocando
acanalamiento y posibles zonas muertas.

Cabe enfatizar que, impidiendo la formacién de canalizaciones y cortocircuitos,
podemos alcanzar conversiones mas elevadas en el reactor'™, y por lo tanto,

eficiencias de remocion de contaminantes mayores.

3.3.5. Permeabilidad relativa intrinseca

Los estudios de caida de presion en el biofiltro en funcion del flujo de aire se
realizaron para calcular la permeabilidad relativa intrinseca. Estos experimentos
fueron hechos en el tercer experimento de biofiltracion en donde no se observd
contaminacioén por hongos o levaduras. En la Figura 49 se muestra el perfil de
caida de presién (AP L) y la regresién obtenida. En ella se observa el aumento
de la caida de presion a través del lecho a medida que se incrementa la
velocidad superficial del gas. Esta sigue un comportamiento lineal con un ajuste
del 98.5 %. Para un flujo de 0.55 cm s se obtiene una caida de presién de
0.015 cm H,O cm lecho™. Las caidas de presidn obtenidas concuerdan en orden
de magnitud con las caidas de presion experimentales de 0.0123 cm H,O cm

lecho™, reportadas por Kibazohi y col.'®

, cuantificadas bajo condiciones
similares. Los valores de AP son bajos dadas las caracteristicas de la perlita y
del crecimiento de las bacterias, ya que éstas no compactan al soporte como en
el caso del crecimiento miceliar de los hongos.

A partir de los datos de caida de presion se obtuvo una permeabilidad relativa

intrinseca (k) de 4.77x10® cm?, lo que corresponde a una fraccidn vacia en el
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lecho (¢) de 0.21. Esta es similar a la obtenida en el experimento 2 (seccién

3.2.5.).
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Figura 49. Variacion de la caida de presion (AP L'1) en

funcién de la velocidad superficial de gas en biofiltro
empacado con perlita. Dp = 2.36 mm.
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Capitulo 4. Conclusiones
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Se comprobd el potencial de la bacteria Pseudomonas aeruginosa para
degradar metil ter-butil éter (MTBE) por cometabolismo con hexano en biofiltros.

Se probaron dos soportes, uno de origen organico (turba) y el otro inorganico
(perlita). La composicién del lecho filtrante jugd un papel importante en la
remocion de compuestos hidrofobicos, éstos deben proporcionar areas
superficiales altas y poseer una capacidad de retencion de agua grande sin
fomentar la sobrehumidificacion o el secado. La eleccion entre uno u otro
soporte no fue influenciada por la capacidad de eliminacion (CE) que se podia
alcanzar, ya que ambos fomentaron la misma CE, sino en funciéon de su manejo
y comportamiento mecanico. La perlita resulté ser un mejor material de empaque
que la turba, ya que ésta promovid problemas de compactacion y taponamiento
generando problemas de distribucion de flujo y de caida de presion. En los
biofiltros de 0.5 L, empacados con turba, se alcanzaron capacidades de
eliminacién maximas de hexano de 60 g m> h™ y de MTBE de 35 g m® h™'. En
los biofiltros empacados con perlita, se obtuvieron capacidades de eliminacién
de MTBE en cometabolismo con hexano de 35 g m™ h™' en los biofiltros de 0.5 L
y de 15 g m™ h™" en el biofiltro de 2.5 L. Estas CE son mejores a las reportadas
por Eweis y col. (1997)% y Dupasquier y col. (2002)*°.

Asimismo, para el hexano se alcanzé una CEyax de 65 g m™ h™' (biofiltros de 0.5
L) y de 60 g m™ h™" (biofiltros de 2.5 L) con eficiencias de remocién del 80 %.
Estas CE son mejores que las encontradas en sistemas bacterianos reportadas
por Morgenroth y col.”"! (1996), Van Groenestijn y col.' (1999), Budwill y col.'"
(1999) y Paca y col."™ (2002).

Un mejor control de las variables de operacién como humedad, nutrientes y en
nuestro caso, el pH mejorarian el desempefo del biofiltro. La disminucién del pH
como resultado de reacciones de nitrificacion que produjeron iones hidrégeno y
acumulacion de subproductos acidos impactd adversamente a los
microorganismos y es la razon probable de la eventual disminucion de la

actividad.
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Cabe enfatizar la importancia del control de la humedad en los lechos
biofiltrantes. La humedad es un factor critico en la biofiltracion de compuestos
hidrofébicos como se demostré en este trabajo.

Por otro lado, la dificil degradacion de los éteres alquilicos por microorganismos
presentes en suelos y lodos se atribuye a diversos factores, como son: la
ligadura éter, muy estable y quimicamente no reactiva, la dificultad para
transportar estos compuestos dentro de las células, y la falta de actividad
enzimatica, ya sea inducida o existente.

En todos los estudios hechos con Pseudomonas se ha observado una
acumulacion de TBA, indicando que el paso limitante en la degradacion es la
ruptura de la estructura del carbén terciario de la molécula de MTBE. En el
biofiltro de 2.5 L se tuvo una parcial acumulacion de TBA debido a que su tasa
de degradacion fue mas lenta que la del MTBE y probablemente se requeria un
mayor tiempo de contacto entre las fases. Sin embargo, en experimentos
cinéticos hechos en microcosmos se demostré que el TBA podia ser consumido
totalmente a la par del consumo de MTBE. Este también se consumié por
cometabolismo. EI MTBE fue degradado completamente aun cuando el hexano
se agotaba en un tiempo menor, confirmando que las enzimas permanecen
activas después de unas cuantas horas después de agotado el compuesto
inductor del metabolismo.

En este estudio, las tasas de degradacion mayores de MTBE se obtuvieron con
muestra del biofiltro de 2.5 L del dia 51 de operacion. Esta fue de 19.9 + 5.2 mg
MTBE g proteina™” h™'. En contraste, la tasa de degradacién de hexano mas alta
se obtuvo con muestra al final de la operacion. Esta fue de 986.5 + 73.7 mg
hexano g proteina™ h™.

Los experimentos de microcosmos demostraron no ser siempre una herramienta
utii para predecir las remociones de contaminante en los biofiltros. La
aproximacion difiere de un periodo a otro, ya que la actividad del
microorganismo Yy por lo tanto las tasas de degradacion de contaminante no son

constantes.
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Bajo las condiciones utilizadas, la actividad en el biofiltro fue homogénea a pesar
de tener dispersion intermedia en la distribucion del flujo con un coeficiente de
dispersion de 0.8 cm? s™, lo cual influencié los perfiles de concentracién en el
biofiltro.

Se obtuvo alta densidad celular en el biofiltro, sin embargo, se tuvieron
problemas de distribucion del flujo de aire dada la produccién de biopolimeros en
exceso que afectaron el tiempo de contacto entre las fases y por lo tanto, las
tasas de transporte de los contaminantes. Una alternativa para el control del
crecimiento excesivo de biomasa y/o biopolimeros es a través de la alimentacién
del alcano en pulsos tal como lo demostraron los resultados en estado
transitorio. Esto nos permitiria mantener la actividad degradadora del

microorganismo y a su vez, economizar costos.
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ANEXO 1. Modelo de Gompertz

El modelo de Gompertz se ha usado ampliamente para ajustar datos de
crecimiento de bacterias o plantas a una curva sigmoidal (Magafia, 2001)"*°. Sin
embargo, también puede usarse para modelar el consumo de un sustrato
(Acufia y col. 1999)%. La ecuacion que describe la curva asintdtica es la

siguiente.
Sc=a exp(—,B exp ™ ) ec. 1
Donde,

Sc=(S,—S)= Sustrato consumido en mg.

a= Maxima cantidad de sustrato consumido en mg sustrato unidad
experimental™. Cuando t — o este término es igual a la concentracion
inicial de sustrato.

B = Parametro relacionado con las condiciones iniciales (adimensional).

Cuandot=0, Sc=aexp(-f).

x = velocidad de consumo de sustrato en h™'.

¢t = tiempo en h.

In g

Derivando la ec. 1 se obtiene el punto de inflexion, el cual ocurre en t =——.
K

Calculo de la velocidad volumétrica maxima de consumo de sustrato (Vmax) a
partir de la ecuacion del modelo de Gompertz.

Derivando la ec. 1 con respecto al tiempo,

dsS d et
th = aE[exp(—ﬁexp )}
ec. 2
Desarrollando términos,
%[exp (—ﬂ exp )} =exp (—ﬂ exp )[(—,B) (—x)exp™ ec. 3
Reacomodando términos,
%[exp (—,6’ exp ™ )] = Brexp ™ exp(—ﬂ exp ™ ) ec. 4
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Por lo tanto,

Ve = % =afikexp * exp (—ﬁ exp ) ec. 5

Esta es la velocidad volumétrica de consumo de sustrato en funcion del tiempo.
Para obtener el punto de inflexion, es necesario derivar la expresion anterior (ec.
5) con respecto al tiempo e igualar a cero.

Derivando la ec. 5,

% = afk [exp_’“ %(exp (—ﬁ' exp ™ )) +exp (—ﬂ exp )% exp } ec. 6
% e s (-0 ) (- A) w)osy (-l o
Reacomodando términos,
% =aff’ K’ exp " exp (— Bexp™ ) —afr’ exp ™ exp (— Bexp™ ) ec. 7
Factorizando,
% =apexp(-fexp )| ficexp ™ —rcexp ™ ec. 8

Igualando la derivada de Vc a cero. Cuando ¢ =c, % =0, entonces,

_ —KC —2Kc _ —Ke | _
(fﬂfixg(g ,gei(p43 )[ﬂx exp K exp ] 0 ec. 9
cons tante
Por lo tanto,
[ﬂ/{ exp"z’“—/{exp_’“’} =0 ec. 10
pPexp =1

Despejando c obtenemos el punto de inflexion,
ln( 1 )
U
—K

Para saber si se trata de un maximo o de un minimo se obtiene la segunda

ec. 11

derivada. Derivando% ,
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exp (— Lexp ™ )%( Prexp ' —xexp ™ )
= afx ec. 12

+ (ﬂ/c exp X —xexp ¥ )%exp (—,6’ exp ™ )

d*Ve

2

Desarrollando términos,

dVe e exp (—,B exp ™ )(,BK (—2K)exp ™'+ k% exp ™ ) oo 13
- (,BK exp '~k exp ) exp (—ﬁ exp )(—ﬂ) (—)exp™

d*
Agrupando términos,

dVe y exp(—,B exp )(—2,6’1(2 exp +x’exp ) "’
=afix ec.
dr’ + P exp ' exp (— Lexp ™ )( Prexp ' —xexp ™ )
: d’Ve : o . .
Si la ——es negativa, la funcion tiene una concavidad negativa, entonces se

dt

()

tiene un maximoen ¢c=—%2"~.

—K
ln( 1 )
Sustituyendo? =c :ﬁ en la ec. 14,
—-K
n( V)|
exp “ =exp| -k ——~ ZE ec. 15 a)
—K

exp M =exp| 2K

1 2
M :(lj ec.15 b)
—K lB
Sustituyendo ecs. 15 a) y b) en ec.14,
1 1Y 1
xp| =B — ||| 28| — 2=
d*ve ) p[ ﬂ(ﬂn{ - (ﬁJ . (ﬂﬂ
ar’ 2
one 5ol ) 3 -5

Simplificando,

ec. 16
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oo G55 <

Entonces la ec. 17 se simplifica a,

2 2
d ch = —afxexp’| = ec. 18
dt Yij
Es decir,
d*Ve s 4
=—aK’ ex ec. 19
dr’ P

La segunda derivada es negativa, por lo tanto, se tiene un maximo.

ln(1 ) ln(1 )
/ﬂ , tendremos Vpmax. Sustituyendo ¢ = /ﬂ

—K —K

Vc:aﬁx(%]exp{_ﬁ[%ﬂ ec. 20

Simplificando la ec. 20 se tiene que,

Si evaluamos Vc en ¢ = en

ec. 5,

V. . =axexp ' =0.368ax ec. 21

MAX
Esta es la tasa volumétrica maxima de consumo de sustrato y se obtiene a partir

de los parametros del modelo de Gompertz a y «.
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