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RESUMEN

Debido a las altas concentraciones que se emiten de cloruro de vinilo el proceso de
oxicloracion para la produccion del PCV, asi como la acumulacion de este contaminante a
consecuencia de la degradaciéon incompleta de compuestos altamente clorados como el
tricloroetileno o percloroetileno se ha incrementado el interés por desarrollar tecnologias
bioldgicas para la degradacion de este compuesto, ya sea mineralizarlo o transformarlo a

un contaminante menos agresivo para el medio ambiente como para el ser humano.

Se han evaluado diversos métodos para el control y eliminacién de compuestos cloraros.
Los tratamientos bioldgicos muestran algunas ventajas, siendo la biofiltracion un sistema
donde se aprovecha la capacidad de los microorganismos para degradar compuestos
recalcitrantes. En el presente trabajo se presenta una propuesta para la degradacion del CV
y otros contaminantes por medio del desarrollo de un consorcio microbiano capaz de
degradar compuestos organo-clorados como el cloruro de vinilo (CV), cis-dicloroetileno,
trans-dicloroetileno, tricloroetileno (TCE) y eteno. Para lo cual se utilizdé tezontle como
soporte, dado que investigaciones anteriores han demostrado que proporciona nutrientes y

humedad necesarios para el desarrollo y mantenimiento de microorganismos.

En la primera etapa del estudio se evalu6 si el consorcio microbiano es capaz de degradar
diferentes concentraciones de CV 20, 40 y 60 uM encontrando que en un periodo de 15
dias se obtienen porcentajes de remocion del 55, 76 y 83% respectivamente con
velocidades de consumo de 0.96, 2.57 y 4.23 uM/dia.

Posteriormente, se llevaron a cabo experimentos con el fin de elucidar el efecto que tiene la
degradacion en una mezcla de contaminantes, ya que en una corriente real no se
encuentran contaminantes puros. Debido a lo anterior, el consorcio microbiano fue
expuesto a una mezcla de sustratos (eteno y CV). El consorcio degradé ambos
contaminantes sin observar fase de adaptacion, durante el proceso el mecanismo de

degradacion predominante fue la mineralizacion del contaminante (produccién de CO, y

Pagina |7



A% weim
LT
@V

H.0). Durante ciertas etapas de cinética a las diferentes concentraciones evaluadas se
determiné la acumulacién momenténea del intermediario metabolico, eteno. Al aumentar
la concentracion de este ultimo compuesto y con una concentracion pequefia de CV (20
HUM) se observo la inhibicion de la degradacion del contaminante objetivo (CV), el
consorcio microbiano consumio preferentemente el sustrato de facil degradacion. Las
concentraciones que se evaluaron en mezcla de sustratos fueron 20, 60, 80 y 93 uM
encontrando que las concentraciones que presentaron los mejores porcentajes de remocion

fueron las concentraciones de 60 y 80 M.

Como parte importante de la investigacién se demostré que el consorcio era capaz de
degradar otro tipo de contaminantes ademas del CV y eteno. Lo anterior se evalué debido a
que el CV y otros de los intermediarios de la degradacion anaerobia del tricloroetileno
(TCE), cis-trans-dicloroetileno (DCE), pueden estar presentes en efluentes gaseosos. El
consorcio fue capaz de degradarlos bajo condiciones aerobias obteniendo porcentajes de

remocion de 89%, 49% y 58% respectivamente.

Por medio de la adaptacion del consorcio a contaminantes como eteno y CV los
porcentajes de remocion para el CV aumentaron, mientras que los tiempos de remocion
fueron menores a los obtenidos con el consorcio adaptado a diclorometano (DCM) como
sustrato selectivo. Mediante la adaptacion, el porcentaje de remocion se increment6 del
57% al 76%.

En el sistema de biofiltraciéon de 250 mL se evalud la degradacion del eteno a dos
diferentes concentraciones 40 y 270 uM. Estas fueron consumidas en 7 horas de cinética.
Mientras que el sistema de biofiltracion de 1.9L fue posible degradar hasta un 83% de CV
(550 pM) en un tiempo maximo de 160 horas. Después de 72 horas de operacion el
consumo del contaminante se detuvo, debido posiblemente a la pérdida de humedad del

sistema o a la falta de nutrientes para el consorcio microbiano.
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ABSTRACT

Due to the high concentrations of vinyl chloride emitted in the oxychlorination process for
the production of the polyvinyl chloride or PVC, and the accumulation of this contaminant
as a result of an incomplete degradation of highly chlorinated compounds such as
trichloroethene or perchloroethylene, there is an increasing interest in developing
biological technologies for the degradation of this compound, either by mineralization or

transformation into a less aggressive contaminant for both the environment and humans.

Several methods have been evaluated for controlling and removing chloride compounds.
Biological treatments have some advantages over conventional technologies, being the
biofiltration a system in which the microorganism’s capability is taking into account to
degrade recalcitrant components. This work presents a method for the degradation of vinyl
chloride and other contaminants through the development of a microbial consortium, able
of degrading organochlorine compounds such as vinyl chloride (VC), cis and trans-
dichloroethene (DCE), trichloroethene (TCE) and ethene. To achieve this, lava rock was
used as a support, as previous studies have shown that provides nutrients and moisture

needed for the development and sustenance of microorganisms.

At the first stage of this study, the potential of the consortium to degrade VC at different
concentrations 20, 40 and 60 puM was evaluated. Reductions of 55, 76 and 83%,
respectively, were obtained after 15 days with velocities of consumption of 0.96, 2.57 and
4.23 pM/day.

Afterwards, a series of experiments were done to elucidate the effect of degradation in a
mixture of pollutants since in a real flow, pollutants are not pure components. The
microbial consortium was exposed to a mixture of substrates (ethene and VC). The
consortium degraded both molecules, without observing the lag phase. In this process,
mineralization was the predominant mechanism of degradation (CO, and H,O production).
During certain Kinetics stages, at the tested concentrations, it was determined the instant
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accumulation of the metabolic intermediate, ethene. Degradation inhibition of the
contaminant target (VC) was observed by increasing the concentration of ethene and for
smaller concentrations of VC (20 uM) as the microbial consortium preferably consumed
easily degradable substrate. The concentrations evaluated in mixed substrates were 20, 60,
80 and 93 uM, finding that the best removal percentages at concentrations of 60 and 80
HM.

As an important part of the work, it was also showed that the consortium was able to
degrade other contaminants in addition to VC and ethene. This was evaluated because the
VC and other intermediaries in the anaerobic degradation of TCE, cis-trans-DCE might be
present in the gaseous emissions. The consortium was able to degrade these components
under aerobic conditions obtaining removal percentages of 89%, 49% and 58%,

respectively.

Through the adaptation of the consortium to contaminants such as ethene and the VVC, the
removal percentage of VC increased, whereas clearance times were lower than those
obtained with the consortium adapted to DCM as a substrate selective. Through adaptation,
the removal percentage increased from 57% to 76%.

The biofiltration system of 250 mL was evaluated for ethane degradation at two different
concentrations 40 and 270 uM. These were consumed in 7 kinetics hours. While the 1.9 L
biofiltration system was able to degrade up to 83% of VC (550 puM) in a maximum of 160
hours. After 72 hours of operation, the pollutant degradation was stopped, possibly due to

loss of system moisture or lack of nutrients for the growing of the microbial consortium.
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I. INTRODUCCION

Actualmente la disminucion de la calidad del aire a consecuencia de la contaminacion
atmosférica es uno de los principales problemas debido a un conjunto de factores como la
calidad y cantidad de combustibles utilizados por los distintos procesos industriales, las
actividades productivas de poblacion y por las condiciones meteorolédgicas (locales y

globales) y fisiograficas que modifican la quimica atmosférica.

Por contaminacion del aire se han propuesto muchas definiciones, una de ellas:

“La contaminacion del aire se puede definir como la presencia en la atmosfera exterior de
uno o mas contaminantes y sus combinaciones, en cantidades tales y con tal duracién que
sean o puedan a afectar la vida humana, de animales, plantas y que interfiera con el goce

de la vida, la propiedad o el ejercicio de las actividades "[Wark y Warner 2004]

Por ello, la importancia del control de la contaminacion atmosférica tiene que ver no sélo
con los dafios directos que causa a la salud del ser humano (enfermedades,
hipersensibilidad), a la flora y la fauna (alteraciones foliares, reduccion del crecimiento,
pérdida de especies) o las alteraciones al medio ambiente (atenuacién de la radiacion solar,
aumento de emisiones cal6ricas, cambios en la precipitacion), sino también con los
impactos negativos sobre la economia como resultado de las pérdidas derivadas de los
efectos directos e indirectos, asi como por los gastos relacionados con la aplicaciéon de

medidas para controlar dicha contaminacién .

El Inventario Nacional de Emisiones de México (INEM, 1999) establece diferentes fuentes
de emisién de contaminantes al medio ambiente, en donde se distinguen seis

contaminantes:

= (¢xidos de nitrégeno (NOX)
= ¢xidos de azufre (SOx)

= compuestos organicos volatiles (COV)
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= monoxido de carbono (CO)
» particulas suspendidas (PM1o / PM;5)
= amoniaco (NH3).

Los compuestos organicos volatiles (COVs) constituyen probablemente la segunda clase
mas extendida y diversa de emisiones, después de las particulas, constituyen importantes
contaminantes ambientales porque muchos son moviles, persistentes y toxicos. EI ambiente
consta de un complejo sistema de interaccion de medios (por ejemplo, la atmosfera, suelo,
aguas superficiales y subterraneas) por tanto los COVs no quedan necesariamente en el
ambiente donde se originan. Muchos COVs pueden tener una corta vida media de unas
pocas horas debido a la degradacion, mientras que en otros pueden ser muy persistentes y
mostrar la degradacion de poco méas de un periodo de afios. En las zonas mas urbanas, los
COVs pueden contribuir sustancialmente al riesgo de cancer asociado con contaminantes

toxicos del aire [Squillace y col. 1999].

Los compuestos organoclorados forman parte de los COVs y constituyen uno de los tipos
de contaminantes atmosféricos que mas preocupacion ha despertado en las dos ultimas
décadas, ya que la velocidad de degradacién bioldgica en suelos y aguas es baja, lo que
agrava sus efectos. Asimismo, estos compuestos son capaces también de generar radicales

libres en la atmosfera, dafiando de este modo la capa de ozono.

Una gran cantidad de compuestos clorados son producidos anualmente para una variedad
de productos industriales, agricolas y de los usos comerciales, incluidos los disolventes,
lubricantes, intermediarios en la industria quimica, los pesticidas, productos farmacéuticos

y equipos médicos [Olaniran. y col. 2004].

Aunque, una serie de compuestos clorados se producen naturalmente en el suelo y medio
ambiente marino, la gran mayoria es de origen antropogénico. Un gran nimero de estos
compuestos persiste en el medio ambiente a causa de su resistencia a la degradacion
quimica y biologica, causando contaminacion medioambiental y problemas en la salud

humana [Bradley y Chapelle 1997].
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La variedad y relevancia medioambiental de estos productos se ve reflejada en el informe
de la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA), "Clean Air Act
Amendments” (CAAA) de 1990, en el que se identifican 189 contaminantes atmosféricos,
de los que mas de 40 son organoclorados. En este informe se definen cinco categorias de
hidrocarburos contaminantes, de las que todas, exceptuando los nitrogenados, incluyen

hidrocarburos clorados, como se observa en la Tabla I-1.

Tabla I-1 Compuestos organoclorados definidos por la EPA [KAO 1994]

Alifaticos y ciclicos Aromaéticos Oxigenados Pesticidas
Saturados Insaturados /-
Herbicidas
Clorometano Cloropreno Benzotricloruro Acido dicloroacético ~ Mas de 10
Cloroformo Cloruro alilico Bifenilos Clorometil éter
policlorados
Clorometano Cloruro de vinilo Cloruro de bencilo Dicloroetil éter
1,2- 1,1-dicloroetileno Clorobenceno 1-cloro-2,3-
diclorometano epoxipropano
1,1-dicloroetano 1,2-dicloropropeno 1,4,diclorobenceno 2-cloroacetofenona
Diclorometano Hexaclorobutadieno Hexaclorobenceno
1,2- Hexaclorociclopentadieno 2,3,7,8-
dicloropropano tetraclorodibenzo-p-
dioxina
Hexacloroetano Tetracloroetileno 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo
furano
1,1,2,2- Tricloroetileno 1,2,4-triclorobenceno

tetracloroetano
Tetracloruro de
carbono
1,1,1-
tricloroetano
1,1,2-
tricloroetano

Los compuestos organoclorados son un grupo de compuestos que han sido ampliamente
utilizados desde la década de los cincuenta como pesticidas en la agricultura o en distintas
actividades industriales. Su elevada persistencia ocasiona que se acumulen a lo largo de las
redes troficas, por lo que se han convertido en uno de los grupos de contaminantes
ambientales de mayor importancia. Son considerados tdxicos porque pueden tener efectos

a corto plazo (agudos) o a largo plazo (crénicos). Esta categoria de contaminantes agrupa a
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muchas sustancias con efectos variados, a diferentes concentraciones a las que dichos
efectos pueden presentarse. Los compuestos van desde los que son cancerigenos, como el
1,3-butadieno y el cloruro de vinilo, hasta los solventes quimicos como el tolueno y el
etilbenceno que a las concentraciones que se hallan en el aire ambiente pueden limitarse a
tener efectos irritantes [LLC 1997].

El cloruro de vinilo es un compuesto organoclorado alifatico insaturado que ha sido
clasificado por la EPA como uno de los 189 principales contaminantes del medio
ambiente, siendo este uno de los productos quimicos mejor estudiados debido a la
evidencia de ser cancerigeno en informes de casos humanos en la década de 1970, por esta
razon hubo cambios drasticos en la produccion y metodos para la produccion del cloruro
de polivinilo (PVC).

1. CARACTERISTICAS Y TOXICIDAD DEL CLORURO DE VINILO

1.1.Produccion de cloruro del vinilo

El cloruro de vinilo (CV) es un gas inflamable incoloro a temperatura ambiente con un

suave aroma dulce.

El método més comun para la produccion del monémero de CV es el craqueo térmico de
dicloruro de etileno (1,2-dicloroetano). Mas del 95% de la produccion mundial de CV en
2006 fue obtenido mediante este método. Un método menos comun es por hidrocloracion
de acetileno [Cowfer y Gorensek 2006]. EI CV también se origina de la degradacion de

otras sustancias tales como tricloroetano, tricloroetileno, y tetracloroetileno.

El CV ha sido producido comercialmente en los Estados Unidos por mas de 70 afios. En
1988, la produccion de CV en los E.U. fue 4.1 millones de toneladas, y aument6 a
alrededor de 6.2 millones toneladas en 1993 [ACGIH 2005]. En Taiwan, China, la
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produccién ha aumentado de 12.000 toneladas en 1971 [Luo y col. 1999] a 1.7 millones de
toneladas en 2005 [Burroso 2006].

En 1999, la capacidad de produccion mundial fue de alrededor de 30 millones de toneladas
[SIDS 2001]. En el 2005 fue de 35 millones de toneladas (Dow Chemical Company,
2007). La Tabla 1.1-1 muestra la produccion del mondémero de cloruro de vinilo en

diferentes paises y regiones [Burroso 2006].

Tabla 1.1-1 Produccion mundial del monémero de CV en 2005 [Burroso 2006].

y Capacidad de los paises (en
Region )
miles de toneladas)

América del Norte

EE.UU. / Canada 8934
México 270
América del Sur
Brasil 635
Otros 410
Europa Occidental 6 650
Europa Central y Oriental 2195
Africa y Oriente Medio 1557
Asia
Japdn 3050
China 3443
China, Provincia de Taiwan 1710
Corea 1466
Otros Asia 2 304
Oceania 0
Total 32 624

El CV se utiliza principalmente (> 95%) en la fabricacion de PVC, que comprende
alrededor del 12% del uso de plastico. Otros usos importantes son en revestimientos para el

suelo, de los consumidores bienes, aplicaciones eléctricas y de transporte [IARC 2008].
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Ademas de las aplicaciones anteriores, se ha utilizado en el pasado como refrigerante,
como un disolvente de extraccion para materiales sensibles al calor, en la produccién de
cloroacetaldehido, como propulsor de aerosoles, en drogas y productos cosméticos, estos
usos estan prohibidos en los E.U. por La Agencia de Proteccion del Medio Ambiente desde
1974 [ATSDR 2006].

1.2.Fuentes de emision del CV

No se sabe que el CV se produzca naturalmente, sin embargo se ha reportado su presencia
en los gases de vertedero y las aguas subterrdneas como un producto de la degradacion de
los disolventes clorados que se depositaron. En los Gltimos afios, la liberacion industrial de
CV en el aire en los E.U. poco a poco disminuyé de 333 toneladas en 2001 a 305 toneladas
en 2002, 293 ton en 2003, 297 ton en 2004 y 248 ton en 2005 (National Library of
Medicine, 2007).

El CV es altamente volatil, en unos pocos dias, se degrada en el aire a otras sustancias,
algunas de las cuales pueden ser perjudiciales, ya que en la troposfera es foto-
quimicamente oxidado y los productos de la degradacion que se aportan son
cloroacetaldehido, HCI, epdxido cloroetileno, formaldehido, acido férmico y mondxido de
carbono [Muller y col. 1978]. Se ha informado que la vida media en el ambiente es
alrededor de 1.5 dias [Atkinson y Pitts 1977].

A continuacion se mencionan las principales vias por las cuales el CV es producido y

liberado al medio ambiente.

1.2.1. Producto de la decloracion de productos altamente clorados

El CV es uno de los productos de la degradacion microbiana en condiciones anaerobias de
la deshalogenacion reductiva de compuestos altamente clorados como son: percloroetileno
(PCE), tricloroetileno (TCE) [Tartakovsky y col. 2005]. La ruta de la decloracién reductiva

del PCE a productos no clorados como el eteno fué propuesta por Maymo-Gatelle y col. en
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1997 como se muestra en la figura 1.2.1-1. Sin embargo, la decloracion reductiva de PCE
y TCE a menudo conduce a la acumulacion de intermediarios, principalmente cis-DCE y
VC en el subsuelo y las aguas subterraneas.

CCI2-CCI2
(PCE)
M + %
JS HCl
CHCI-CCI2 oo
2H+ 2% (ICE) J
2H + 2
HCl < HCl > HCl
CCI2-CH2 CHCI-CHC1 CHCI-CHC1
{,1-DCE) {cis-DCE) (trans-DCE)
2H + 2
2H + 2e- \HCI 2H + 2
) ‘
HCl
CH2-CHC1 HCl
4H20, (CV)
2H + 2
1H+ O+ 10e J\HCI
2C02 CH2-CH2
(ETENO)

Figura 1.2.1-1 Ruta propuesta de la transformacion bioldgica
de etenoclorados en condiciones anaerobias [Maymo-Gatell y col. 1997]

El PCE es utilizado como uno de los disolventes industriales tradicionales para la limpieza
y desengrasado de partes metélicas y componentes electronicos, ademas de la limpieza en
seco. EI manejo descuidado, almacenamiento y eliminacion, asi como la estabilidad
quimica de la estos compuestos, los han hecho, algunos de los compuestos mas
frecuentemente contaminantes obtenidos de las aguas subterraneas. Aunque CV puede ser
degradado a compuestos menos clorados y finalmente a diéxido de carbono y eteno,
cuando esto no sucede hay una acumulacion de este contaminante en vertederos y

alrededores.

Diferentes estudios realizados en campos contaminados con PCE/TCE [McCarty 1997] han
demostrado que, bajo condiciones especificas, PCE y TCE puede ser intrinsecamente
biodegradado anaerébicamente a etileno por medio de bacterias metanogénicas,

acetogénicas, y sulfidogénicas [Kielhorny col. 2000]
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Al descender el nimero de atomos de cloro aumenta la tendencia a la degradacion aerobia.
Debido a que el CV es un producto de la degradacion anaerobia de compuestos altamente
clorados como el PCE y TCE hay una acumulacion de este contaminante ya que las tasas
de biodegradacion del CV bajo estas condiciones disminuyen. Siendo este un problema
medioambiental por ser un contaminante mas agresivo que el contaminante principal (PCE
y TCE) [Kielhorny col. 2000].

1.2.2. Residuos y productos en la produccion de la resina de PVC

Otra de las formas en las que podemos encontrar gases de CV es por medio de la
polimerizacion para la produccion del PVC. ElI CV fue utilizado por primera vez
comercialmente en la década de los 20°s, pero no fue hasta la década de los 30"s que las
técnicas fueron empleadas para polimerizar CV en formas estables de PVC [Kielhorn y
col. 2000].

Todas las etapas del ciclo de produccion del PVC comprenden descargas tdxicas al medio
ambiente, figura 1.2.2-1 ya que su produccion requiere de muchos productos quimicos
toxicos, ya sea como materias primas o como el uso de aditivos que no pueden ser

eliminados dafiando directamente el medio ambiente [Kielhorn y col. 2000].
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ETILENO <
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2 A o
1.2 dicloroetano _ CLORURO DE
(Dicloroetileno) 7 VINILO

PROCESO DE

CRAQUEQ

Monomero de Cloruro de vinilo
CLORURO DE

VINILO

7

POLIMERIZACION

Resina de Cloruro de Polivinilo

CLORURO DE

7 POLIVINILO

Cloruro de Polivinilo (PVC)

Figura 1.2.2-1 Emisiones al medio ambiente en el proceso

de produccién de PVC [Strutt 1997]

De este modo, el proceso para la produccion del PVC emite en por lo menos 3 etapas gases

de compuestos organoclorados tales como el CV y el PCE a diferentes concentraciones

(Tabla 1.2.2-1) siendo esta una de las principales fuentes de emision de gases de CV.

Tabla 1.2.2-1 Composicidn tipica de los gases procedentes del proceso de Cloracién-

oxicloracion[Mdller y col. 1993]

COMPUESTO UNIDADES CONCENTRACION

Oxigeno % vol. 4.0-7.0
Monoxido de % vol. 0.5-1.0
carbono
Eteno % vol. 0.2-05
Etano % vol. 0.02-0.1
Cloruro de Metilo ppm 2.0-30
Cloruro de Vinilo ppm 15-60
Cloruro de Etilo ppm 30-400
1,2-dicloroetano ppm 5-100
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1.2.3. Otras emisiones de CV

El CV fue identificado en el humo de cigarrillos (14-27 ng / cigarro). Los niveles medidos
estan correlacionados con el contenido de cloro en el tabaco [Hoffmann y col. 1976].

En la actualidad no ha habido ningun informe de niveles de cloruro de vinilo en los

alimentos, farmacéuticos o de los productos cosméticos en los ultimos afios [IARC 2008].

1.3.Toxicidad del CV

La exposicion de la poblacion de este contaminante es posible por varias vias: la inhalacién
de aire contaminado con el CV, sobre todo en las proximidades de fabricas o plantas
productoras del CV/PVC o en lugares de eliminacién de residuos, consumo de agua
contaminada, la ingestion de alimentos, bebidas y medicamentos envasados con PVC y la
absorcién a través de la piel de por medio de cosméticos forrados con PVC. Sin embargo,
la exposicién varia en funcién de las medidas reglamentarias de cada pais, la ocurrencia de

accidentes o la propagacion de sustancias precursoras [Kielhorn y col. 2000].

Durante los primeros afios de produccion de PVC los trabajadores eran expuestos a
concentraciones mayores de 1000 ppm (2600 mg/m?®). Como resultado, algunos de estos
trabajadores sufria de un sindrome patologico especifico llamado “Enfermedad del cloruro
de vinilo” con sintomas incluyendo dolor de cabeza, mareos, fatiga, falta de petito,
nauseas, insomnio, dificultada para respirar, dolor de estémago, dolor en el higado,
hormigueo en los brazos y piernas, pérdida de libido y pérdida de peso [Thiess y Versen
1974]. Los hallazgos clinicos incluyen esclerodermia, cambios en articulaciones de los

dedos, ampliacion del higado y del bazo, etc. [Lange y col. 1974].

En el 2000 la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA, E.U.) establecio diferentes niveles
de exposicion al CV, Tabla 1.3-1
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Tabla 1.3-1 Limites de exposicion del CV [EPA.USA 2000]

DESCRIPCION CONCENTRACION

Nivel de riesgo minimo 0.08 mg/m3
La concentracion a la que un trabajador
pueden estar expuesto sin efectos adversos en

i 2.6 mg/m3
un dia laboral normal de 8 horas o una g
semana laboral de 40 horas
Limite maximo de exposicion, concentracion

P 13 mg/m3

gue no debe superarse en cualquier momento
Concentracion calculada en el aire para que
la exposicion durante un periodo especifico
de tiempo se espera que cause la muerte del 585 mg/m3
50% de una poblacién definida con animales

de experimentacion

En 1978-79, la clasificacion de este contaminante es Al (cancerigeno confirmado en
humanos). En 1999, un valor de 1 ppm se aceptd como nivel de riesgo minimo. Muchos
paises, regiones o las organizaciones han establecido normas de exposicién para el CV en
el lugar de trabajo, en Meéxico se establece un limite maximo de 5ppm considerandolo

cancerigeno al humano.

1.4.Degradacion del CV

La tendencia a la oxidacion aerobia de compuestos clorados aumenta con la disminucién
del nimero de los 4&tomos de cloro unidos a los atomos de carbono [Vogel y col. 1987].
Varios estudios de laboratorio y de campo han demostrado que el CV puede ser facilmente
degradado en condiciones aerobias [Phelps y col. 1991], utilizdndolo como fuente
principal de carbono para el crecimiento microbiano. Recientemente, también se ha
demostrado que el dicloroetileno se oxida aer6bicamente y es mineralizado a CO,, sin
necesidad de afadir ningun co-sustrato utilizdndolo como Unica fuente de carbono por

algunos microorganismos [Coleman y col. 2002].

El metabolismo de CV en la presencia de oxigeno se puede llevar a cabo por medio de dos

mecanismos posibles.
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1) En primer lugar el CV puede servir como sustrato primario para el crecimiento
microbiano y es degradado completamente a dioxido de carbono y agua. Este
proceso ocurre intracelularmente y no requieren ningln compuesto de induccion-
oxigenasa, como el metano para el metabolismo CV en esta via oxidativa. El
empleo de oxigeno puede estimular la degradacion de CV sin la necesidad de

utilizar tratamientos o tecnologias adicionales.

El metabolismo directo intracelular de CV, por medio de la oxidacion da un compuesto
intermediario que en ultima instancia se degrada a didxido de carbono y el agua [Davis y
Carpenter 1990]. Un intermedio de epdxido inestable, se degrada en varios fragmentos
(como el &cido férmico y el acido oxiglicélico) que a su vez son transformados a CO; y
H,O. Esto causa una ventaja de energia neta al microorganismo. EI mecanismo propuesto

de degradacion de CV se ilustra en el figura 1.4-1.

H a [o] o H o «a
AN ~ / \ / Diversos intermediarios
c=C 0=, — HCOOH,HOCCOOH
/ \
NADH NAD' H H

E Incorporacion
Masa celular

Figura 1.4-1 Degradacion intracelular de CV [ORC 2003]

Energia + CO, + H,O + CI’

2) Otras investigaciones sugieren un segundo mecanismo de degradacién que implica
compuestos metandétrofos capaces de convertir el CV extracelularmente por medio
del co-metabolismo. En el co-metabolismo, la formacién de un intermediario
requiere un sustrato que induce a la enzima (en este caso el metano) que al parecer
no se requiere en el metabolismo aerobio de degradacién intracelular de CV.
Cuando la degradacion co-metabolica de CV ocurre, algunos microorganismos
metanotrofos producen oxigenasas, por ejemplo la metano monooxigenasa

(MMO), que se filtra de la célula y degrada al CV extracelularmente de forma
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fortuita, sin beneficiar energéticamente al microorganismo. Este tipo de

degradacion co-metabolica se ilustra en la figura 1.4-2.
intracellular

Diversos intermediarios

CH, [ l CH,0H — Incorporacién — CO, +H,0

' Masa celular
NADH, NAD+ }

extracellular:z (0]

Cl @ H 7 Cl Diversos intermediarios

Incorporados por no-metanotrofos

H
>C=C< >: 4 - /o mineralizados a CO,, CI', H,0
H H + H \H ylo mineralizados a CO,, CI', Hy

Figura 1.4-2 Degradacion co-metabodlica de CV [ORC 2003]

Ambos mecanismos propuestos para la biodegradacién del CV son procesos que demandan
oxigeno. Ademas de las exigencias de respiracion aerobia, el oxigeno juega un papel
integral en las reacciones enzimaticas tanto intracelular como extracelular. Por lo tanto el
uso de oxigeno ayuda en el sustento de las poblaciones microbianas y a mejorar la
velocidad de degradacién aerobia de CV .[ORC 2003]

Es importante entender la diversidad, ecologia y mecanismos de degradaciéon para el
aislamiento de nuevos organismos que son capaces de asimilar el CV, diferentes estudios
utilizan cultivos mixtos que pueden proporcionar informacion importante sobre la
oxidacion de CV en ambientes competitivos. Adicionalmente los datos obtenidos de
cultivos mixtos pueden ser usados para la comparacion de velocidad y estabilidad de

degradacién en comparacion con cultivos puros [Sing y col. 2004]

Algunos microorganismos capaces de la degradacién del CV se ven resumidos en la Tabla
1.4-1.
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Tabla 1.4-1 Principales microorganismos degradadores de CV [Field y Alvarez 2004]

Funcion del CV Co-sustrato Redox Microorganismo

Mycobacterium sp.

Mycobacterium aurum L1

Donador de ) .

———————————— Aerobio Nocardildes
Electrones

Pseudomonas DL1
Pseudomonas auruginosa MF1
o Butano ) Cultivo mixto
Co-oxidacion Aerobio )
Formato Oxidadores de Metano
Cometabolismo Metano Anaerobio Biopelicula metanogénica
Aceptor de L ) Dehaloccoides
Halorespiracion Anaerobio ] ]

Electrones Cultivo mixto

2. TECNOLOGIAS DE BIODEGRADACION

La biodegradacion es una tecnologia que utiliza microorganismos presentes en el suelo o
agua subterranea para eliminar compuestos que ocasionan contaminacion de los mismos.
Los organismos, tales como bacterias, levaduras y hongos, utilizan los productos quimicos
en suelo o agua subterranea para la nutricién y la energia. Para favorecer este proceso, se
pueden adicionar nutrientes minerales (como nitrégeno y fosforo), aceptores de electrones
(habitualmente oxigeno), contenido de humedad y sustratos primarios del suelo para
subsidiar y mantener la actividad biol6gica. Los microorganismos digieren los quimicos y

los convierten en gases inofensivos y agua.

Para el control de vapores y gases es necesario tomar en cuenta los principios
fisicoquimicos, entre los factores que son considerados para la seleccion de un equipo de

tratamiento se encuentran:

a) Caracteristicas del contaminante: Toxicidad, corrosividad, combustibilidad,

biodegradabilidad, presion de vapor, etcétera.
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b) Las caracteristicas de la corriente contaminada: Flujo, temperatura, humedad,
composicion  (incluyendo particulas suspendidas), concentraciéon de los
contaminantes y masa total de los mismos.

c) La eficiencia de remocion requerida, de acuerdo con las normatividades existentes.

d) La necesidad de servicios especiales y la posible generacién de desechos y
subproductos.

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

f) Los costos de inversion y operacion [Revah-Moiseev y Lopez 2004]

Dentro de los sistemas bioldgicos, las tres configuraciones mas utilizadas, son los biofiltros
de lecho escurrido, los biolavadores y los biofiltros.

2.1.La biofiltracion

El uso de técnicas de biofiltracién para el control de la contaminacion atmosférica se ha
convertido en una popular alternativa de tratamiento para los flujos de gases contaminados
en las Ultimas décadas [Devinny y col. 1999]. A diferencia de las tecnologias
convencionales, como la térmica y catalitica, la incineracion, la limpieza o la adsorcion de
carbono, la biofiltracion permite eficaz control de la contaminacion, asi como gastos de
funcionamiento relativamente bajos, ademas de no haber la generacién de corrientes
secundarias que pueden necesitar un tratamiento posterior. Las principales limitaciones
para el uso de biofiltros es el espacio que estos necesitan, ademas de los frecuentes
reemplazos del medio de empaque debido al deterioro que este sufre [Shareefdeen 2002;

Revah-Moiseev y Lopez 2004].

En las Gltimas décadas, una intensa investigacion y el desarrollo han llevado a incluir el
tratamiento de una méas amplia gama de compuestos, tales como compuestos organicos
volatiles (COVs) y las sustancias toxicas del aire. Disefios de reactores biolégicos han
evolucionado desde simples camas abiertas a unidades técnicamente controladas [Devinny
y col. 1999].
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2.2.Mecanismos de la biofiltracion

La degradacién de los contaminantes por los microorganismos no puede realizarse
directamente de la fase gas sino requiere de un paso previo de transferencia a un medio
liqguido en donde se encuentran los microorganismos formando la biopelicula. Este
transporte se lleva a cabo debido a un gradiente de concentracion entre las dos fases. Para
que la biofiltracion sea competitiva con los otros métodos de tratamiento este fendbmeno de
transferencia aire-liquido debe ser rapido, ya que tipicamente los tiempos de residencia en

los biofiltros son cortos [Revah-Moiseev y Lopez 2004]

El transporte de los contaminantes al interior de la biopelicula se lleva a cabo por difusion.
En la interfase gas-liquido, los contaminantes y el oxigeno se encuentran en equilibrio.
Para concentraciones bajas de sustrato (contaminante) los microorganismos activos en la
parte exterior de la biopelicula consumen rapidamente el contaminante impidiendo que los
microorganismos que se encuentran en el interior entren en contacto con el sustrato. Por
otro lado, a altas concentraciones de un contaminante facilmente degradable, se favorece el
crecimiento excesivo de la biopelicula, el oxigeno presente sera consumido en esta porcion
de la biopelicula permitiendo la formacion de zonas anaerobias en la parte interior. En los
filtros de escurrimiento a recirculacion de la fase liquida provoca el desprendimiento de la
biopelicula. Otros fendmenos, tales como la retro-difusion del CO, producido y la
formacion de algunos subproductos también suceden dentro de la biopelicula [Revah-
Moiseev y Lépez 2004]. EI fendmeno general para la biofiltracion se muestra en la figura
2.2-1.
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Figura 2.2-1 Fenomeno presente en la operacion de los biofiltros [Devinny y col. 1999]

Los microorganismos utilizan el contaminante como fuente de carb6n y energia
(compuestos organicos) o sélo como fuente de energia (ciertos compuestos nitrogenados y
azufrados). Ademas los microorganismos requieren de nutrientes inorganicos que son
tomados del soporte o adicionados, en el caso de soportes inertes. La utilizacion del
contaminante implica produccion de mas biomasa y la oxidacion parcial o total del
contaminante. A su vez la biomasa, bajo ciertas condiciones, sufre una oxidacion por

respiracion endogena reduciéndose la acumulacion.

Ademaés de la biomasa activa, en la biopelicula pueden existir microorganismos inactivos,
es decir, microorganismos que no son capaces de oxidar el contaminante o bien
microorganismos depredadores. Una representacion del ciclo de la poblacion microbiana
se muestra en la figura 2.2-2. Mediante la muerte vy lisis de la poblacion algunos nutrientes
son reciclados. En los procesos biolégicos de control de contaminacion de aire no es
posible considerar la esterilizacion del gas por motivos economicos. Por lo tanto, las
poblaciones dentro de los equipos deben ser capaces de oxidar los contaminantes en

condiciones altamente competitivas de no esterilidad.
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Figura 2.2-2 Aspectos bioldgicos de la Biofiltracion [Revah-Moiseev y Lopez 2004]

2.3.Factores importantes en un sistema de biofiltracion

Las variables que determinan el funcionamiento de un biofiltro tendran incidencia directa
en la capacidad de eliminacién del contaminante. En general los factores que afectan a la
eficacia de eliminacion de los contaminantes serdn: la seleccion adecuada del medio
filtrante, la temperatura, la humedad del lecho, seleccién de los microorganismos
adecuados, el pH o acidez y la presencia de compuestos tdxicos o inhibitorios que pudieran

ingresar en la corriente contaminada. Estos factores se describen a continuacion:

2.3.1. Efecto del material del empaque

Para que un biofiltro llegue a operar en forma eficiente el medio debe proporcionar un
ambiente adecuado que favorezca el crecimiento microbiano y ademés mantener una alta

porosidad que permita que el aire fluya en forma facil. Las propiedades criticas en la
eleccion del material filtrante seran:

a) Porosidad homogénea del lecho, entre el 40 y el 80%
b) Retencion de agua, entre el 40 y un 80 % de masa.
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¢) pH neutro

d) Alta superficie especifica

e) Alta resistencia a la compactacion

f) Presencia de nutrientes inorganicos como N, P, K y S y alta concentracion de

microorganismaos.

g) Alto contenido de materia organica, entre el 35 y 55 %.

Los medios utilizados para biofiltracion varian de forma importante. Los materiales
utilizados son solidos porosos organicos, solidos inorganicos naturales o materiales

sintéticos [Devinny y Ramesh 2005].

Los medios de tipo organico mas utilizados, son la turba, composta, estiércol, madera,
lodos digeridos de plantas de tratamiento, aserrin, etc. Dentro de los medios inorganicos se
incluyen al carbon activo y la perlita [Kennes y Thalasso 1998]. Estos medios han sido
eficazmente utilizados en biofiltracion, junto a los medios de tipo sintético como anillos de

polipropileno y las espumas de poliuretano. Un resumen de las propiedades importantes de

estos medios se muestra en la Tabla 2.3.1-1.

Tabla 2.3.1-1 Caracteristicas de medios filtrantes para biofiltracion [Ulloa 2005]

Densidad Media-
poblacional de Alta baia Alta Ninguna Ninguna
microorganismos !
Carbon Material
Parametro Composta Turba Suelo activo, L
. sintético
perlita
Area superficial Media Alta Baja — Media Alta Alta
Permeabilidad al aire Media Alta Baja Media-alta Muy alta
Contenido de Media-
nutrientes Alta Alta Ninguna Ninguna
- alta
asimilables
Absorcion de Media ~ Media  Media Alta Alta
contaminantes
Tiempo de vida util 2-4 afios azﬁ_gs >30 afios >5 afios >15 afios
Costo Bajo Bajo Muy bajo Medio-alto Muy alto
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2.3.2. Efecto de la temperatura

La temperatura es una de las variables mas importantes en la determinacion de las tasas de
crecimiento de los microorganismos y los tipos de especies presentes en una comunidad
microbiana [Wani y col. 1997]. Para la operacién con éxito, la temperatura del sistema
debe permanecer relativamente constante. La temperatura del biofiltro estd influido
principalmente por la temperatura de la corriente de aire de entrada [Corsi y Seed 1995]. A
medida que aumenta la temperatura, hay un aumento metabdlico asi como de las tasas de
crecimiento de las células, disminuyendo la absorcion [McNervin y Barford 2000]. Sin
embargo, por encima de una cierta temperatura critica, se producen la inactivacion de
determinadas proteinas clave y un cese repentino de crecimiento [Madigan y col. 1997].
La temperatura Optima para la variedad de especies muy diversas se lleva a cabo a
temperaturas en el rango de las mesofilicas (20-45 ° C) con 35-37°C sefialadas con

frecuencia como la temperatura éptima [Swanson y Loehr 1997].

Mas recientemente, algunos estudios de operaciones termdfilas (45-75 ° C) también han
sido publicados [Liere y Groenestijn 2003]. En el otro extremo del espectro, se
investigaron los efectos del frio (temperaturas -18 © C y +8 ° C) en la biofiltracion de
compuestos fendlicos en la produccién de lana mineral. La eliminacion era viable siempre
que la temperatura de la gas de entrada era lo suficientemente alta (27-34 ° C) [Lehtomaki
y col. 1992].

El efecto de la temperatura en las eficiencias de remocién del xileno mostré que a 10°C la
eficiencia fue del 89% cuando se tiene un flujo de 90 g/m®h y al incrementar el flujo a 530
g/m®h la eficiencia decrece a 43%. A una temperatura de 30°C el porcentaje de remocién
se mantiene por arriba de los 90% obteniendo un resultado similar a una temperatura de
20°C lo que mostr6 gran diferencia cuando se utiliza una temperatura de 10°C ya que a esta

temperatura la eficiencia se ve considerablemente reducida.[Jeong y col. 2009].

Pagina |37



2.3.3. Efecto del pH

La mayoria de los microorganismos prefieren un rango de pH especifico, por lo tanto, un
cambio en el pH podria afectar en gran medida su actividad. La acidificacion de la
biopelicula del filtro podria ser un problema para el tratamiento de productos quimicos,
cuyo resultado de la biodegradacion de los productos finales se tienen acidos como el H,S,

y diferentes compuestos clorados [Devinny y col. 1999].

Malachowky y col en 1994 mencionan que una concentracion de 1 mg/L de CV es
degradado en un 70% a un pH de 5 a 10, mientras que se obtiene una 6ptima degradacién
con un pH de 6 a 7, pero a un pH de 3 a 4 solo es posible degradar menos del 40% de la
concentracion, demostrando que las condiciones de pH extremos limita la degradacién de
CV.

2.3.4. Efecto de la humedad

El rango de humedad optimo para el funcionamiento del biofiltro esté entre el 40 — 60 %.
La dificultad para mantener este nivel deseado es un pardmetro critico de operacion de los
biofiltros [Warren y Oler 1997].

e Ante un exceso en la humedad, por sobre el 60 %, se generaran bajos tiempos de
retencion del gas debido a que los poros estardn llenos de agua y existiran
problemas con la transferencia de oxigeno debido a la reduccion de la interfase
aire/agua por unidad de volumen de la biopelicula. Por otro lado, la excesiva
humedad creara zonas anaerdbicas que promoveran la formacién de olores y bajas
velocidades de degradacion. Los nutrientes seran lavados del medio filtrante y se

generara un lixiviado que requiere de disposicion con otro tratamiento.

e Un déficit en la humedad (inferior al 30%) ocasionara la desactivacion de los
microorganismos, la sequedad originara una contraccién seguido de grietas en el

medio que reducirdn los tiempos de retencion. Con respecto a la actividad
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microbiologica, esta se verd afectada por el contenido de humedad, teniendo en
cuenta que el agua sirve como medio dentro de las células, disolviendo los
quimicos que constituyen la vida de los microorganismos, por ello cada célula
deberd controlar su contenido de agua. Al disminuir la humedad del lecho, los
microorganismos consumen parte de la energia destinada a su crecimiento en
succionar agua de la superficie del lecho, lo que limita su metabolismo y por lo

tanto la eliminacion del contaminante [Deshusses 1999].
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II. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de la presente investigacion fue el desarrollo de un consorcio
microbiano mixto capaz de degradar compuestos organoclorados como son: cloruro de
vinilo (CV), tricloroetileno (TCE), cis-dicloroetileno (cis-DCE), trans-dicloroetileno

(trans-DCE) y eteno en sistemas tipo lote.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos particulares de este trabajo fueron los siguientes:

» Evaluar el efecto de adaptacién de un consorcio microbiano a di-
clorometano sobre su capacidad de degradacion de CV a diferentes
concentraciones.

= Determinar el efecto de adaptar un consorcio microbiano al
contaminante blanco (cloruro de vinilo y eteno)

= Establecer la degradacion de cloruro de vinilo y eteno en un sistema de

biofiltracidn con biopelicula previamente adaptada.
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III. HIPOTESIS

Si un consorcio microbiano mixto es capaz de desarrollarse con di-clorometano como
sustrato, entonces, serd capaz de mineralizar el cloruro de vinilo e intermediarios

precursores como el cis,trans-DCE y TCE.

Al adaptar un consorcio microbiano en presencia de CV vy eteno, es posible reducir tiempos
de remocion de estos contaminantes, aumentando los porcentajes y velocidades de

consumo.

En un sistema de biofiltracidn, sin limitacion de nutrientes, ni de biomasa activa, es posible

reducir tiempos de remocion de CV de dias a horas.
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IV. JUSTIFICACION

La contaminacion atmosférica ha sido indudablemente uno de los mayores problemas que
se han tenido que enfrentar. Los contaminantes emitidos continuamente por la actividad
humana tienen efectos locales, regionales o globales. A nivel local, en las grandes ciudades
y las zonas industriales, cabe destacar como principales contaminantes las particulas
suspendidas totales (PST), los compuestos orgénicos volatiles (COV) y el ozono (O3) que

afectan directamente la salud humana.

Para combatir la contaminacién atmosférica se han desarrollado tecnologias fisicas,
quimicas y bioldgicas de tratamiento de efluentes gaseosos, de las cuales cabe destacar la
depuracién bioldgica de gas, en donde se aprovecha la capacidad que tienen los
microorganismos para degradar los contaminantes y transformarlos en productos no o

menos contaminantes, principalmente agua y CO,.

Se han realizado una gran cantidad de estudios dirigidos a establecer y mejorar la
degradacion de los compuestos organicos volatiles por medio de tecnologias bioldgicas.
Uno de los compuestos organicos volatiles que ha recibido mayor atencion es el CV debido
a la evidencia de ser cancerigeno en estudios realizados en animales, incluidos los informes
de casos de humanos en la década de 70"s por la exposicion a este gas en la produccion del
PVC. Ademas de que el CV se puede obtener de manera microbiana, por medio de la
deshalogenacidn reductiva de los cloroetenos altamente clorados como el percloroetileno
(PCE), tricloroetileno (TCE) y los isémeros cis, trans-dicloroetileno, siendo el CV un

contaminante alin mas téxico que los contaminantes precursores.

Diversos estudios se han enfocado en la degradacion del CV y algunos intermediarios bajo
sistemas en lote (microcosmos), asi como sistemas de biofiltracion en donde la
degradacion de cada contaminante dependera de varios aspectos, entre ellos la capacidad
maxima que tenga el microorganismo o la poblacién microbiana para degradar este tipo de

contaminantes, asi como de los factores limitantes que existan en el sistema como por
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ejemplo, concentracion de sustrato, contenido de agua (humedad), presencia de nutrientes,

etc.

Diversas bacterias han sido aisladas para el uso de CV como Unica fuente de carbono y
energia bajo condiciones aerobias, incluyendo varias cepas de Pseudomonas,
Mycobacterium, Nocardioides, Ralstonia, entre otras, ademas se han estudiado la
capacidad y ventajas que tiene el uso de consorcios mixtos en la degradacion de
compuestos clorados, ya que el conocimiento de la capacidad que tienen los
microorganismos en la degradacion de estos contaminantes han dado resultados que

rebasan los obtenidos con poblaciones mixtas naturales.

Por lo anterior la presente investigacion se realizé con el fin de degradar el CV, asi como
otros intermediarios, por medio de un consorcio microbiano desarrollado en tezontle como
soporte bajo condiciones aerobias. Se evalud la capacidad que tiene el consorcio
microbiano en utilizar al CV como Unica fuente de carbono y energia bajo sistemas de

microcosmos y sistemas de biofiltracion de 250 mL y 1.9 L.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. Estrategia experimental

A continuacién se describe el desarrollo experimental realizado para la obtencién de un
consorcio microbiano mixto capaz de degradar compuestos organoclorados como son el
CV, cis, tans-DCE y/o TCE a partir de un sustrato selectivo de caracteristicas similares (di-

clorometano).

El monitoreo de la actividad de degradacién se realiz6 por medio de estudios en
microcosmos y/o un sistema de biofiltracion operado en lote, en la figura 1-1 se muestra la
estrategia experimental desarrollada durante el estudio de la degradacion de compuestos

altamente clorados por medio de un consorcio microbiano.

La técnica de enriquecimiento en medios liquidos o en medios so6lidos con vapores de
diferentes sustancias, permitio la adaptacion y la obtencidn de cultivos capaces de crecer
en los sustratos de interés (CV y/o eteno). Los cultivos se fueron adaptando a partir de
microorganismos que estuvieron en contacto con un solvente selectivo con caracteristicas
similares al contaminante objetivo con tales sustancias y que fue desarrollado en una

matriz sélida de un biofiltro (tezontle).

Una vez que se evidencid el desarrollo de un consorcio microbiano mixto en la matriz
solida de crecimiento se evalué la de dichos consorcios para degradar diferentes
compuestos clorados mediante el monitoreo del consumo de los sustratos y de la

produccion o consumo de CO, u O,, respectivamente.

Los experimentos en microcosmos permitieron realizar estudios cinéticos de degradacién
de CV vy otros sustratos, asi como de algunos intermediarios de la ruta metabdlica de
degradacion en compuestos altamente clorados (cis, trans-DCE), asi como de uno de los
precursores del CV (TCE).
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metano
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consorcio mixto desarrollado con DCM en sistemas en

lote de 125ml (microcosmos)

Sustrato puro
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Figura 1-1 Estrategia experimental
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2. Reactivos

Todos los quimicos que se utilizaron fueron grado reactivo: (NH4)sSO4, KH,PO,4, MgSQO,.
7H,0, CaSO,, FeSO,. Peptona de Caseina GE Dibco, Cloruro de Metileno Q.P. Reasol.
SCOTTY 14L de CV 1010 ppmv Supelco.

3. Establecimiento de la biopelicula

3.1.Columnas de 250 mL

Se empacaron dos columnas de vidrio de 14 cm de altura, 2.5 cm de didmetro y un
volumen total de 250 mL, figura 3.1-1. Las columnas fueron incubadas en una camara a
30°C. Cada reactor contenia aproximadamente 180 g de tezontle con diametro promedio de
1 cm como material de empaque o soporte, el empaque no se esterilizd ya que en los
procesos bioldgicos para el control de aire contaminado no es posible considerar la
esterilizacion del gas por motivos econdémicos. Por lo tanto, las poblaciones dentro de los
equipos deben ser capaces de oxidar los contaminantes en condiciones altamente

competitivas de no esterilidad.

El enriguecimiento inicial de las poblaciones microbianas en el tezontle se llevé a cabo
usando un medio mineral que contenia glucosa como Unica fuente de carbono a una
concentracion de 1 g/L [Meza y col. 2003] (Tabla 3.1-1), dicho medio se aliment6é con
ayuda de una bomba peristaltica y por medio de aspersores fue posible alimentarlo de

manera uniforme.
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Tabla 3.1-1 Medio mineral, enriquecimiento inicial

COMPUESTO CANTIDAD
(NH,)sSO, 39
KH,PO, 069
K,HPO, 2449
MgSO4-7H,0 159
CaSO, 0.15
FeSO, 0.03 g
CeH120s 19
Agua destilada 1L

A partir de la 4% semana de operacion se alimentd el sustrato selectivo para los
microorganismos capaces de degradar compuestos clorados, en este caso el Di-Cloro-
Metano. El sustrato que fue alimentado una vez por semana durante dos dias, haciéndolo
volatilizar puro por la parte del saturador de la columna, figura 3.1-1 b.

Columna empacada
Columna empacada

(Tezontle) (Tezontle)

A

g DCM

a) Medio mineral + Glucosa

Aire

s x\\\\)—l

Figura 3.1-1 Sistema de Biofiltracion de 250 mL, a) alimentado con Glucosa,
b) alimentado con DCM.
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3.2.Columnade 1.9 L

Al cabo de seis meses de operacion y desarrollo de la biopelicula de las columnas de 250
mL se tomaron 10 g de tezontle como indculo de una columna de biofiltracion de 1.9 L. El
inculo fue colocado directamente en el medio mineral que se hizo recircular en la
columna de biofiltracion como se muestra en la figura 3.2-1. De igual manera durante las
primeras semanas de operacion se favorecio el desarrollo de la biopelicula con glucosa
como sustrato. A partir de la 42 semana de operacion se alimenté el di-clorometano como
sustrato selectivo, adaptando de esta manera a los microorganismos a compuestos clorados
(figura 3.2-2).

COLUMNA
EMPACADA

Aire

Aire

Medio mineral+inéculo

Figura 3.2-1 Sistema de Biofiltracion 1.9 L
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Figura 3.2-2 Sistema de biofiltracion, alimentacion del DCM

Se prepard una solucion de DCM al 50% v/v y por medio de una corriente de aire se hizo
volatilizar dicha solucion haciendo circular a lo largo de la columna sélo la fase gaseosa
sin ninguna fase liquida (medio mineral). De esta manera el DCM fue alimentado una vez

por semana durante dos dias.

4. Experimentos cinéticos
4.1.Microcosmos

Experimentos de degradacion de CV y de algunos intermediarios presentes en la ruta de
degradacion de CV (cis, trans-DCE y TCE) se llevaron a cabo en sistemas cerrados, para lo
cual se usaron botellas serologicas de 125 mL (microcomos) selladas con valvulas
Mininert®, bajo condiciones aerobias sin ninguna fase liquida, figura 4.1-2. Cada uno de
los contaminantes se alimentd en fase gas con el objetivo de exponer a los

microorganismos a cada sustrato. Cada botella contenia 4 g de soporte con biopelicula

Pagina |53



adaptada a DCM a diferentes concentraciones de los sustratos como lo muestra la figura

4.1-1. Las botellas se incubaron en condiciones controladas de temperatura a 30°C sin

agitacion, realizando cada experimento por duplicado.

SUSTRATO CONCENTRACION
20uM
Cloruro de vinilo
40uM
60uM
INTERMEDIARIOS
_CIS, tra_ns- _— 40uM
dicloroetileno
Tricloroetileno _— 50uM
MEZCLA DE SUSTRATOS
cv
20uM
Cloruro de vinilo 60uM
+ eteno
80uM
93uM

ETENO
10uM

25uM

30uM

35uM

Figura 4.1-1 Diagrama experimental para la degradacion de diferentes sustratos y sus

concentraciones.
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Valvula Mininert®

Atmosfera con
contaminante

Soporte + Biomasa activa

Botella Seroldgica
Figura 4.1-2 Sistemas en Microcosmos

4.2.Macrocosmos

Adicionalmente, se llevaron a cabo experimentos de degradacién de CV y eteno adaptando
el inéculo a estos contaminantes. Dichos experimentos se llevaron a cabo en Matraces
Erlenmeyer de 500 mL, sellados y bajo condiciones aerobias cada uno de ellos contenia 10
g de Tezontle con biomasa previamente desarrollada con DCM, ademas de una fase liquida
de 90 mL de medio mineral (Tabla 3.1-1) sin glucosa [Sing y col. 2004]. Como sustrato se
utilizé CV y eteno inyectando un volumen inicial de 34 mL y 0.05 mL respectivamente.

Los matraces se incubaron en condiciones controladas a 30°C sin agitacion.

Atmadsfera con 1
Contaminante

Medio mineral + Biomasa activa

Figura 4.2-1 Sistemas en Macrocosmos
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4.3.Pruebas en biofiltro

4.3.1. Columnas 250 mL

Columnas de vidrio de 14 cm de altura, 2.5 cm de didmetro y un volumen total de 250 mL,
figura 4.3.1-1 empacadas con aproximadamente 180 g de tezontle fueron evaluadas como
sistemas de biofiltracion para la degradacion de eteno incubando las columnas en una

camara de acrilico con temperatura controlada de 30°C.

Se realizaron cinéticas de degradacion utilizando como Unica fuente de carbono y energia
eteno, empleando dos diferentes flujos de eteno, 1.5 y 3.5 mL/min. EIl sistema consistié en
utilizar un distribuidor de gas dentro del cual se hacia una dilucion del gas alimentando y
un flujo de aire de 1 L/min, el distribuidor de gas permitié la alimentacién simultanea de
dos columnas de biofiltracion. Cada columna se aliment6é con un flujo de 250 mL/min,
flujo con el cual se obtuvo un tiempo de contacto (EBRT, Empty Bed Residence Time) de
1 min y las concentraciones obtenidas para cada flujo de eteno fueron de 40 uM y 270 uM,

respectivamente.
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Figura 4.3.1-1 Sistema de Biofiltracion 250 mL

La muestra de aire a la entrada se tomo directamente del espacio vacio entre el saturador y
la columna y la muestra de aire a la salida se obtuvo en una botella seroldgica adaptada a la

salida de la columna.

4.3.2. Columna 1.9 L

El sistema de biofiltracién empacado con tezontle (figura 4.3.2-1) se operd en una columna
de vidrio de 5.5 cm de didmetro interno por 94 cm de largo y un volumen de empaque de
19L.

Se realizaron cinéticas de degradacion con CV como sustrato haciendo dos alimentaciones
a concentraciones de 340£3 y 600+4 uM utilizando la columna de biofiltracion como un
sistema de adiciones sucesivas sin flujo de aire en un periodo de tiempo promedio de 120
h.
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Se instalaron puntos de muestreo a la entrada y salida del biofiltro, las muestras se tomaron

directamente jeringa para gases Hamilton de 0.250 mL de capacidad.

Figura 4.3.2-1 Sistema de Biofiltracion 1.9 L.

5. Determinaciones analiticas
5.1.Técnicas cromatograficas

La cuantificacion de CV, eteno, cis, trans-DCE y TCE fué llevada a cabo en un
cromatografo de gases modelo Claurus 500 de Perkin Elrmer equipado con un detector de
ionizacion de flama (GC-FID) y una columna capilar SPB 624 Supelco de 60 m de
longitud por 0.25 mm de didmetro. Para la deteccion de los compuestos estudiados, se
inyectaron periddicamente (dependiendo de la velocidad de degradaciéon) 250 pL del
espacio gaseoso de los microcosmos, con una jeringa para gases Hamilton de 0.250 mL de
capacidad. Las condiciones de operacién para el analisis fueron: inyector 150 °C y detector
200 °C. El horno fue operado con el siguiente programa de temperatura: 40 °C (2 min), y 5
°C/min hasta incrementar la temperatura a 100 °C (1min), 20 °C/min hasta Ilegar a 200 °C.
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Cuantificacion de O, y CO,. La determinacién de la respiracion (consumo de oxigeno y
produccion de bioxido de carbono) se realizo inyectando 250 pL del espacio gaseoso del
microcosmos a un cromatédgrafo de gases GOW MAC (serie 580) con un detector de
conductividad térmica (GC-TCD), con una columna concentrica CTR-1, (Alltech, EUA)
con helio como gas acarreador a un flujo de 60 mL/min. Las temperaturas de operacion

fueron: inyector 72 °C, detector 118 °C y columna 36 °C. La corriente fue de 100 mA.

Las lecturas proporcionadas por el cromatdgrafo (area bajo la curva) se convirtieron en

concentraciones (M) en fase gas, mediante curvas estandar.

5.2.Cuenta Microbiana

Un gramo de tezontle con la biopelicula adherida de disolvié en 9 mL de solucion de
peptona de caseina al 85%, haciendo diluciones hasta 1 x 10’. El volumen de siembra en
placa fue de 0.1 mL de las Ultimas diluciones en agar nutritivo. Las cajas fueron incubadas
por 72 h a 37 °C. Después del periodo de incubacion, las colonias fueron contadas y
reportadas como UFC g de soporte.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
1. Establecimiento de la biopelicula

Un material de empaque utilizado en sistemas de biofiltracion es el tezontle [Cox y
Deshusses 2002] ya que tiene la ventaja de proporcionar una gran superficie especifica y
estructura porosa que facilita la colonizacién por microorganismos [Khavanin y col. 2006],
ademas de ser un producto mineral de bajo costo. La primera etapa del proyecto consistio
en empacar columnas de 250 mL como se menciona en la seccion 3.1. Con el medio

enriquecido con glucosa se obtuvo una cuenta en placa de 28x10° UFC/gramo de soporte.

Posterior al desarrollo de microorganismos se establecieron dos diferentes formas de
alimentacion del DCM ya que los dos primeros meses de operacidn se observé crecimiento

de algas en el soporte y en el medio mineral, figura 1-1.

Figura 1-1 Formacion de algas tras dos meses de operacion del sistema de
biofiltracion de 250 mL.
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El crecimiento de algas no era deseable ya que no permitia el desarrollo de las bacterias
capaces de degradar el contaminante objetivo CV. Al alimentar el DCM directamente al
medio mineral, este se volatilizaba con gran facilidad lo que no permitia que llegara a las
columnas de biofiltracién, por lo cual se decidio alimentarlo al sistema volatilizandolo
directamente del saturador. Adicionalmente su cubridé cada una de las columnas con papel
aluminio evitando asi las reacciones fotosintéticas que permiten el desarrollo de algas, de
manera similar como lo reportan Oh y col en el 2004 para la produccion de hidrogeno en
donde utilizan un biofiltro percolador, cubren dicho biofiltro con papel aluminio para
evitar la formacion de algas obteniendo asi resultados favorables en la inhibicion del

crecimiento de microorganismos indeseables.

Al volatilizar el DCM directamente en las columnas de biofiltracion una vez por semana se

observo la disminucidn en el desarrollo de algas como se puede observar en la figura 1-2

Figura 1-2 Desarrollo de la Biopelicula a) una semana de su montaje,
b) dos meses de operacidn c) actual

Existen reportes sobre el uso de tezontle como soporte para un sistema de biofiltracion, en
un periodo de operacion mayor a un afio no se observé degradacion del material de
empaque, ya que se reporta que la vida atil de este material es larga por lo que ha sido
exitosamente usado en sistemas industriales sin deterioro incluso después de 5 afios de
operacion continua [Langolf y Kleinheinz 2006].
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Durante un estudio realizado para la remocién de metanol se utilizé como soporte tezontle
encontraron que dicho material no presenta adsorcién significativa, lo cual indica que la
eliminacién del contaminante es por medio de la accion de los microorganismos [Prado y
col. 2005]

2. Experimentos cinéticos

2.1.Microcosmos

Los microcosmos se han utilizado para simular condiciones naturales en estudios de la
actividad microbiana. Se ha establecido que es una técnica para la medicion de las
capacidades de remocion de contaminantes en sistemas pequefios. Dada la heterogeneidad
qgue normalmente se encuentran en estos procesos, es un técnica que puede ayudar a
encontrar las estrategias para definir y mejorar los sistemas de biofiltracion [Acufia y col.
1999]

La degradacion del contaminante se llevé a cabo en sistemas de microcosmos evaluando su
oxidacidn, esto es, la descomposicién microbiana del contaminante, donde el compuesto
actla como sustrato principal para el crecimiento microbiano, asi como donador de
electrones, mientras que los electrones que se generan por la oxidacion del compuesto son

transferidos a un aceptor de electrones como el oxigeno.

Existen diferentes indicadores disponibles para mostrar que la biodegradacion de los

disolventes clorados se esta produciendo:

1. Reduccién de la concentracion inicial
2. Presencia de productos finales (metabolitos)

3. Estudio respirométrico (CO, y O,)
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Los datos disponibles fueron evaluados en términos de estos indicadores en combinacién

para evaluar la eficacia de la biodegradacion de cada sustrato.

Antes de probar el funcionamiento de las columnas empacadas se debia determinar que los
microorganismos presentes en el consorcio microbiano adheridos al soporte y desarrollado
con un solvente selectivo, di-clorometano, fueran capaces de degradar el contaminante de

interés, CV, bajo condiciones aerobias.

En la primera etapa se utilizO0 CV como Unica fuente de carbono y energia para
posteriormente realizar pruebas con algunos intermediarios que se presentan en la ruta de
degradacion para la produccion de CV, adicionalmente se evaluaron los porcentajes de
degradacion cuando en la fase gaseosa se presenta una mezcla de contaminantes (eteno y
CV).

2.1.1. CV como unica fuente de carbono y energia

Una vez desarrollada la biopelicula después de 6 meses de operacion utilizando DCM
como unica fuente de carbono y energia se evalu6 si el consorcio microbiano era capaz de
degradar un compuesto aun mas toxico y recalcitrante como el CV, para ello se usaron

concentraciones crecientes de 20, 40 y 60 uM sin ninguna fase liquida.

Se llevaron a cabo mediciones periddicas del consumo de CV, mediante lo cual se
determind la capacidad de degradacién de CV del consorcio microbiano que fue adaptado

a DCM en un periodo de 15 dias.

El consorcio microbiano inicio el consumo de CV casi inmediatamente posterior a la
alimentacion del contaminante, lo cual sugiere que efectivamente al desarrollar

microorganismos con sustratos de caracteristicas similares, en este caso el DCM, se
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favorece la degradacion de compuestos con estructuras aun mas complejas que el sustrato

principal.

Los resultados de la figura 2.1.1-1 muestra el comportamiento del consorcio en presencia
del CV en un periodo de degradacion de 15 dias. La concentracion al final de la cinética
para las diferentes concentraciones evaluadas fue de 10+2 uM. Se puede decir que la
velocidad de degradacion del contaminante se incrementd linealmente al aumentar
concentracion del mismo. Bradley y Chapelle en 1998 reportan el efecto contrario. En
dicho trabajo durante 2 dias de evaluacion, a menor concentracion hay un mayor
porcentaje de remocion, a una concentracion de CV de 0.2 uM se obtuvo un porcentaje de
mineralizacion del 70% mientras que a una concentracion de 57 uM un 10% de

mineralizacion.

80

70

60

50

40

CONCENTRACION uM

30

20

10 \ \ \ \
2 4 6 8 10 12 14 16

o

TIEMPO (DIAS)

—— 40 uM —a— 60 uM —&— 20 uM

Figura 2.1.1-1 Degradacion de CV como unica fuente de carbono y energia.
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Los porcentajes de remocion obtenidos en el trabajo anterior se reportan para
concentraciones bajas, por lo cual dicho consorcio consume el contaminante rdpidamente.
El consorcio utilizado en el presente trabajo alcanza un porcentaje de remocién de 30% a
una concentracion de 51 uM durante 2 dias de evaluacion, superior al reportado por
Bradley y Chapelle en 1998.

En la figura 2.1.1-1 se puede observar que el consorcio microbiano no requiere un tiempo
de adaptacion al contaminante. La degradacion se inicié inmediatamente después de la
adicién del contaminante, mientras que otros autores reportan tiempos de adaptacion entre
20 y 110 dias [Coleman y col. 2002], debido a que el consorcio fue previamente adaptado

a un contaminante selectivo con caracteristicas similares al contaminante objetivo.

La Tabla 2.1.1-1 muestra los porcentajes de remocion y velocidades de consumo obtenidos
para las diferentes concentraciones evaluadas, donde se puede observar un aumento en

ambos pardmetros al incrementar la concentracion del contaminante.

Tabla 2.1.1-1 Porcentajes de remocién y velocidades de consumo obtenidas con el
consorcio microbiano evaluando el CV como Unica fuente de carbono y energia.

CONCENTRACION % REMOCION VELOCIDAD DE

UM CONSUMO pM/dia
20 55 0.96
40 76 2.57
60 83 4.23

Las concentraciones que se utilizaron son mayores a las concentraciones reportadas en un
estudio realizado por Malachosky y col. 1993, donde se evalu6 la degradacion de CV a una
concentracion de 1 mg/L por medio de diferentes especies de Rhodococcus en un tiempo
de 8 dias, alcanzando porcentajes de remocion del 70 al 90%, después de 2 dias de

adaptacion del consorcio.
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Davis y Carpenter en 1990 demostraron que es posible degradar el CV bajo condiciones
aerobias en ausencia de una fase de adaptacion. En ese trabajo un inoculo de material
acuifero fue capaz de degradar una concentracion de 1ppm en 108 dias, mientras que
durante la 1% semana de incubacion se degradd el 25% de la concentracion de CV

mineralizando el 65% del contaminante.

Diferentes microorganismos han sido reportados como capaces de utilizar el CV como
unica fuente de carbono y energia. Mycobacterium aurum, es capaz de degradar el CV
produciendo como intermediario inicial epoxi-clorooxirano, producto catalizado por una

alqueno monooxigenasa [Hartmans y Bont 1992].

El CV puede ser degradado por via co-metabdlica bajo condiciones anaerobias. En un
trabajo reportado por He y col. en el 2002, encontraron que una concentracion de 250 pmol
de CV fue degradada en 50 dias con un tiempo de adaptacion de 10 dias y bajo la presencia
de piruvato, el intermediario metabdlico obtenido fue eteno. Ademéas observaron que al
tener H, como aceptor de electrones el CV fue consumido sin presentar fase de adaptacion,

Ilevando a cabo la degradacion mediante diferentes especies de Dehalococcoides.

2.1.2. Mezcla de Sustratos

Considerando que bajo condiciones reales, las emisiones al aire contienen una mezcla de
gases, la siguiente parte del proyecto consistio en evaluar el efecto de un segundo
contaminante (eteno) sobre la degradacion del contaminante objetivo (CV). Ademas de
establecer el mecanismo de degradacion, ya que durante el mismo se pueden presentar los

procesos mostrados en la figura 2.1.2-1.
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CO, + H,0 + HCI C,H,; + H,0O + HCI

Figura 2.1.2-1 Proceso de degradacion del CV bajo condiciones aerobias.

Para evaluar el efecto de distintas concentraciones de CV y eteno fueron utilizados 4 g de
soporte con biomasa (16x10° UFC/gramo de soporte) previamente adaptadaa DCM. En la

Tabla 2.1.2-1, se resumen las diferentes concentraciones evaluadas.

Tabla 2.1.2-1 Mezcla de sustratos, concentracion de CV y eteno.

CV uM ETENO pM
20 10
60 25
80 30
93 35

Las relaciones estequiométricas que pueden presentarse en los mecanismos de degradacién
de ambos contaminantes se muestran a continuacion:

» Degradacion del CV hasta su mineralizacion.

CHsCl + 5/,0, — 20, + Hy0 + HCI (7.1)

> Degradacion del eteno hasta su mineralizacion.
C,H, + 30, - 20, + 2H,0 (7.2)

» Degradacion del CV a través de la acumulacion de eteno como
intermediario metabdlico.

CHCl + 0, - 1,,6H, + co, + HCI (7.3)
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La degradacion del CV a una concentracion de 20 uM en presencia de una concentracion
de 10 uM de eteno se muestra en la figura 2.1.2-2. Durante la primera etapa de cultivo no
se presentd una degradacion significativa de alguno de los contaminantes. Posterior a un
periodo de adaptacion de 10 dias el CV comienza a consumirse y simultaneamente se
determind un incremento momentaneo de eteno, lo cual nos indica que el proceso de
degradacion se llevé a cabo mediante la acumulacién de un intermediario metabdlico
(ecuacion 7.3), el cual se acumula entre los dias 11 al 21 y posteriormente es consumido.
Durante esta etapa de consumo de eteno, la concentracion de CV permanece constante
hasta el dia 40, tiempo en el que la concentracion de eteno disminuyo a 2 uM. El consorcio
comienza nuevamente a degradar el CV. El consumo de CV promueve la acumulacion de
eteno, de esta forma en el dia 55 se determina nuevamente la acumulacion del

intermediario.

35 k 60
30 50
25 i
2 i 40 B
5 L. -
) 20 — r c
< L i 8
i 30
Z 15 i 0
Q L )
5 20 “‘t
© 10 - i <
c 7 10
0 | | | | | 0
0 20 40 60 80 100
TIEPO (DIAS)
—e—CV —a—ETENO —e— PRODUCCION CO2

Figura 2.1.2-2 Degradacion de CV a una concentracion de 20 uM en mezcla con eteno
al0 pM.
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La capacidad de degradacion de un contaminante recalcitrante o de dificil degradacion, tal
como el CV, puede disminuir por la presencia de un segundo contaminante de mas fcil

degradacidn, lo cual se puede observar en la figura anterior.

En la Tabla 2.1.2-2, se observa que para el dia 14 se degradaron 8 UM de CV
produciéndose 4 UM de eteno, lo que indica que por 1 mol de CV degradado se produjo %2
mol de eteno. La degradacion sigue la estequiometria presentada en la ecuacion 7.3, por
cada mol de CV consumido se produce medio de eteno. Los datos experimentales
coincidieron con las cantidades tedricas obtenidas en las ecuaciones estequiométricas.
Finalmente, para una concentracion inicial de 20 uM se obtuvo un porcentaje de remocion
del 53% para el CV y de 34% para eteno.

Tabla 2.1.2-2 Degradacién de contaminantes en mezcla y su estimacion en la
produccion de CO,

TIEMPO | CONCENTRACION CONSUMO PRODUCCION PRODUCCION
DIAS uM uM DE CO2 uM DE CO2
Ccv ETENO Ccv | ETENO Ccv ETENO TOTAL uM
1 32.25 13.40 e e mmmm e 0.00
2 31.45 12.68 1.60 0.72 1.60 1.44 3.04
7 29.86 11.33 3.18 1.35 3.18 2.70 8.92
8 29.42 11.37 0.88 0.04* 0.88 0.00 9.80
10 29.89 10.64 0.00 0.73 0.00 1.45 11.25
14 21.10 14.63 8.79 3.99* 8.79 0.00 20.04
21 21.30 7.50 0.00 7.14 0.00 14.27 34.31
41 21.64 1.73 0.00 5.77 0.00 11.54 45.85
55 18.90 111 5.49 0.62 5.49 1.24 52.58
99 15.16 8.80 3.74 7.70* 3.74 0.00 56.32

*Produccion

En la Tabla 2.1.2-2 se muestran también las producciones de CO, calculadas en base a las
concentraciones molares de ambos contaminantes utilizando las relaciones
estequiométricas (ecuaciones 7.1 y 7.2). Las concentraciones de contaminantes utilizadas
fueron muy bajas, por lo cual no se pudo corroborar experimentalmente la produccion de

CO, y el consumo de O, por estar por debajo de los limites de deteccion.

Pagina |70



Co b

De igual manera y con el objetivo de establecer la concentracion para la cual se obtienen
los mejores porcentajes de remocioén de la mezcla de contaminantes, las siguientes
concentraciones fueron evaluadas: 60 y 80 uM de CV. Las cinéticas de degradacion se

muestran en las figuras 2.1.2-3 y 2.1.2-4.
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Figura 2.1.2-3 Degradacion en mezcla de sustratos a 60 uM de CV

Pagina |71



Nl
Py T

%ﬁ@ﬂ"
100 200
150
% av)
z 5
Q v,
° :
T 100 3
- \
w Z
O @)
Z O
e) )
O c
<
50
0 \ \ \ \ / 0

0 20 40 60 80 100

TIEMPO (DIAS)

—— CV —&— ETENO —e— PRODUCCION CO2

Figura 2.1.2-4 Degradacion de mezcla de sustratos a 80 uM de CV

Las cinéticas de consumo de sustrato (CV) para ambas concentraciones muestran que el
consorcio inici6 el consumo de los contaminantes inmediatamente después de su adicion.
Se midid un incremento momentaneo en la concentracion del intermediario metabdlico en
el dia 11 del cultivo. A partir de este momento, ambos contaminantes se consumieron
simultaneamente. Para el dia 55 nuevamente se acumulé el intermediario metabolico en

respuesta a la degradacion del contaminante objetivo (CV).

El consorcio fue capaz de degradar ambas concentraciones de CV. El dia 41 de cultivo se
alcanzd un porcentaje de remocion de 77% y 71% para las concentraciones de 60 y 80 uM
de CV respectivamente, alcanzando la transformacion completa (90%) en un periodo de 99
dias. El eteno es un sustrato de facil degradacion por lo que el consorcio lo consume a una

concentracion final de 1+0.5 uM en un tiempo de 55 dias, posteriormente se presenta un
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incremento del mismo en respuesta del proceso de degradacion del CV. Al final del

proceso se obtuvieron porcentajes de remocion de 96+0.5% en ambas concentraciones.

Adicionalmente se evalud la degradacion de una mezcla de 93 uM para el CV y 35 uM de
eteno obteniendo un porcentaje de remocion 51% y 81% respectivamente, en un periodo de
99 dias.

Los porcentajes de remocion determinados para las diferentes concentraciones de CV en
mezcla con eteno son el punto de partida para la operacion de una columna de
biofiltraciéon, encontrando que las concentraciones de CV que presentaron mejores
porcentajes de remocion fueron las de 60 y 80 uM (figura 2.1.2-5). Los mayores
porcentajes de remocion pudieron deberse al aumento en la biomasa determinada (Tabla
2.1.2-3), ya que bajo condiciones aerobias, el eteno y el CV pueden servir como fuentes de

carbono y fuente de energia para el crecimiento bacteriano [Hartmans y Bont, 1992].

100

40 -

% DE REMOCION

20 -

oL v e
0 20 40 60 80 100
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Figura 2.1.2-5 Diferentes concentraciones evaluadas en mezcla y sus porcentajes de
remocion para el contaminante objetivo (CV)
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Tabla 2.1.2-3 UFC/g de soporte para las concentraciones de mayores porcentajes de
remocion

Biomasa UFC/g de soporte

Concentracion 60uM 80uM
Inicial 1.6x10° 1.60x10°
Final 6x10’ 5x10’

La presencia de un contaminante de facil degradacion y otro de dificil degradacion en una
mezcla puede tener un efecto positivo o bien negativo de inhibicién. En un estudio
realizado por Zhao y col. 2009, se demostr6 que al tener una mezcla de diferentes
cloroetenos la degradacion del cis-DCE se ve afectada por la presencia de CV. Se observo
que el tiempo de degradacion de dicho contaminante aumenta al incrementar la
concentracion de un contaminante de facil degradacion como el CV. La diferencia entre el
cis-DCE y el CV consiste en que este ultimo tiene en su estructura un enlace C-Cl lo que lo
hace un contaminante de mas facil degradacion. Al aumentar la concentracion del cis-DCE
el consorcio consume ambos contaminantes de forma similar a la observada en el presente

trabajo.

Por otro lado, dichos autores (Zhao y col. 2009) también encontraron que la degradacion
del cis-DCE se llevé a cabo en un menor tiempo en presencia de PCE. Al evaluar su
degradacion en presencia de un contaminante que tiene en su estructura un mayor nimero
de enlaces C-Cl, la degradacion se llevo a cabo en 20 dias, mientras que al evaluarlo con
un contaminante como el CV o t-DCE el tiempo de degradacion se incremento entre 50 y
80 dias.

El efecto descrito anteriormente fue observado durante los experimentos de la mezcla de
CV-eteno. El eteno es, para el consorcio microbiano el contaminante de mas facil
degradacion, debido a que presenta enlaces C-H a diferencia del CV que presenta en su

estructura un enlace C-Cl requiriendo mayor energia para romper dicho enlace.
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2.1.3. Evaluacion de Intermediarios

Como se menciono anteriormente una de las formas de emision del CV es por medio de la
degradacion de compuestos altamente clorados, Figura 1.2.1-1. Bajo condiciones
anaerobias la degradacion de estos compuestos produce intermediarios que son aun mas
toxicos que el contaminante inicial y que deben ser degradados bajo condiciones aerobias.
Por tal motivo la siguiente parte del proyecto consistié en evaluar si el consorcio era capaz
de degradar contaminantes con mayor nivel de cloracién que el CV como el TCE vy cis,
trans-DCE.

Las botellas seroldgicas fueron inyectadas con TCE y cis, trans-DCE de soluciones patron
preparados a una concentracion de 1000 uM en fase gas. Las cantidades de los sustratos
fueron calculadas utilizando la constante de Henry [Gossett 1987] con 50 mL de fase
acuosa y 75 mL fase gas. La constante de Henry (concentraciones en fase
gas/concentracién en fase acuosa) a 26°C para TCE, cis-DCE vy trans-DCE fueron 0.4062,
0.1603 y 0.3942 respectivamente.

2.1.3.1. Tricloroetileno

La cinética de degradacion del TCE sin ningln otro sustrato se evalu6 durante 55 dias. Las

relaciones estequiométricas que se presentan a continuacion describen dicho proceso:

» Degradacion del TCE hasta su mineralizacion

GHCly + 2/,0, - 200, + 1/,H,0 + 3cI (7.4)

» Degradacion del eteno hasta su mineralizacion
C,H, + 30, - 20, + 2H,0 (7.5)

» Degradacion del TCE a través de la acumulacion del eteno como

intermediario metabdlico.

26,HCl; + 30, - 1/,CH, + 3C0, + 6Cl=  (7.6)
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La cinética de consumo de TCE se muestra en la figura 2.1.3.1-1. El consorcio inicio la
remocion del contaminante casi inmediatamente después de su adicién, del dia 9 al 11 de
cultivo se observa la remocion de 11 uM de TCE al mismo tiempo hay un aumento en la
concentracion de uno de los intermediarios finales de la ruta de degradacion, eteno
(ecuacion 7.6). La acumulacion de este sustrato provocd que los microorganismos
comenzaran a consumirlo inhibiendo el consumo del contaminante objetivo (TCE). El dia
20 la concentracion de eteno disminuye en aproximadamente 1 M, etapa en la cual
comienza nuevamente el consumo del TCE. Para el dia 45 se degradan 15 uM de TCE,
produciéndose 4 UM de eteno. Los datos experimentales corresponden a lo planteado en las
relaciones estequiométricas que comprenden la produccién de un intermediario (ecuacion
7.6). Por cada mol consumido de TCE se producen ¥ mol de eteno. Lo anterior indica que
el proceso de degradacion predominante implica la acumulacion momentanea del

intermediario metabdlico.
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Figura 2.1.3.1-1 Degradacion de TCE bajo condiciones aerobias
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Una concentracion inicial de 55 uM fue degradada con un porcentaje de remocion del 89%
durante 55 dias de cultivo. La estimacion de la produccion de CO, debida a la degradacion
de ambos contaminantes fue de 70 uM.

Cutright y Meza en el 2007, demostraron que al utilizar un consorcio mixto compuesto de
Mycobacterium sp., Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida y Nocardia paraffinae
previamente adaptado a TCE fue capaz de degradar una concentracion de 228 mg/L en 24
horas bajo condiciones aerobias. Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran
que la degradacion de TCE mediante el consorcio se llevo a cabo en un mayor tiempo.
Esto pudo deberse a que el consorcio no fue adaptado a este contaminante, ya que como se
menciona en el trabajo anterior al adaptar el consorcio al contaminante se disminuyen los

tiempos de degradacion.

En 1994, Malachowsky y col. encontraron que un in6culo de Rhodococcus no fue capaz de
degradar una concentracion mayor de 10 mg/L (equivalente a 70 uM) de TCE, mientras
que un indculo constituido por diferentes especies de Rhodococcus fue capaz de degradar
concentraciones de 150 mg/L, de ahi la importancia de utilizar consocios mixtos, razon por
la cual en el presente trabajo se decidié utilizar un consorcio microbiano evidenciando asi

la capacidad de degradacién para contaminantes altamente recalcitrantes.

2.1.3.2. Cis-dicloroetileno
El segundo intermediario evaluado fue el cis-dicloroetileno. Las relaciones
estequiométricas que pueden representar la cinética se muestran a continuacion:

» Degradacion del cis, trans-DCE hasta su mineralizacion.

CHyCl, + 550, - 200, + Hy,0 + 2CI° (7.7)
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» Degradacion del eteno hasta su mineralizacion
C,H, + 30, - 2C0, + 2H,0 (7.8)

» Degradacion del cis, trans-DCE a través de la acumulacion del eteno como
intermediario metabdlico.

CHCl, + 0, - 1/,GH, + co, + 2c1- (7.9

La oxidacion aerobia de cis-DCE a CO; ha sido estudiada en sistemas de microcosmos por
medio de cultivos mixtos enriquecidos encontrando que existen bacterias capaces de crecer
en cis-DCE en ausencia de otras fuentes de carbono [Coleman y col. 2002]. En un estudio
reciente, Zhao y col., 2009, determinaron la capacidad de un consorcio microbiano para
degradar el cis-DCE como Unica fuente de carbono y energia, en 7 dias el consorcio
previamente adaptado a este contaminante fue capaz de degradar completamente una

concentracion de 70 uM.

La cinética de degradacion de cis-DCE se muestra en la figura 2.1.3.2-1. A una
concentracion inicial de 40 uM se observo que del dia 7 al 9 se degradaron 4.7 uM de cis-
DCE produciéndose como intermediario metabélico eteno (3 uM). La presencia de este
ultimo no inhibié el consumo del contaminante objetivo (cis-DCE). A partir del dia 13 de
cultivo se consumieron ambos contaminantes obteniendo concentraciones finales de 18

UM y 1 uM para el cis-DCE y eteno, respectivamente.
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Figura 2.1.3.2-1 Degradacion de cis-DCE

AN 202 NOIDDNAO0YHd

El porcentaje de remocion después de 20 dias fue del 49%, mientras que la estimacion de

CO, obtenido de acuerdo a las relaciones estequiométricas y consumo de dicho

contaminante fue de 44 uM. Bradley y col. en 1998 demostraron que un consorcio fue

capaz de degradar este contaminante bajo condiciones anaerobias con un 5% de

mineralizacion, mientras que bajo condiciones aerobias hay una recuperacion de CO, del

67% en 50 dias.
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2.1.3.3. Trans-dicloroetileno

Se llevo a cabo la cinética de degradacion del trans-DCE. En la figura 2.1.3.3-1 se observa
que el proceso de degradacion predominante es el de mineralizacion del contaminante, en
una etapa se determindé una pequefia concentracion de eteno como intermediario
metabolico, el cual fue consumido rapidamente. Efecto contrario al reportado por He y col.
en el 2003 quienes durante la degradacion co-metabdlica de intermediarios como el cis,
trans-DCE en una concentracion inicial de 50 pmol obtuvieron como intermediario el CV,
compuesto que inmediatamente fue degradado a eteno. Este ultimo es el producto final de

la ruta de degradacion de dichos contaminantes.

Para una concentracion inicial de 40 uM el mayor consumo se determind durante los
primeros 13 dias de cultivo, entre los dias 13 al 40 la concentracién se mantuvo en 20+1
MM para posteriormente ser consumido a una concentracion de 16 pM a los 55 dias de

cultivo.

CONCENTRACION uM
NI ¢cOO NO100I11U0dd
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Figura 2.1.3.3-1 Degradacion trans-DCE
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Los porcentajes de remocion para dicho contaminante en un periodo de 55 dias fueron de
58%, mientras que la estimacion de CO; se tiene en una concentracion de 52 pM. Dichos
resultados fueron similares a los reportados por Bradley y Chapelle en 1999 quienes
utilizando un inéculo obtenido de sedimentos, lograron una degradacion total de una
concentracion de 5 uM de DCE bajo condiciones aerobias en 8 dias [Bradley y Chapelle
1999].

Los porcentajes de remocion bajo condiciones aerobias obtenidos en el presente trabajo
para los isémeros cis, trans-DCE en 20 dias de evaluacion fueron de 49 y 41%
respectivamente. En general, en estudios previos se ha observado una mayor degradacion
cuando la molécula se encuentra menos halogenada: VC > trans-DCE > cis-DCE > TCE
[Semprini y col. 1990]. Diferentes investigaciones muestran que la degradacion del trans-
DCE es favorecida en comparacion con el cis-DCE [Federle y col. 1990; Olaniran y col.
2008]. Adicionalmente otros autores sefialan que la posicion del grupo funcional es un
factor importante para la biodegradacion de diferentes isdmeros durante la degradacion del

xileno [Garcia-Pefa y col. 2008].

2.2.Macrocosmos

Debido a los largos tiempos de remocién reportados anteriormente se iniciaron
experimentos dirigidos a incrementar la poblacion capaz de degradar CV y eteno. Para
alcanzar este objetivo se realiz6 la adaptacion del consorcio microbiano a los
contaminantes especificos a ser degradados, CV y eteno en matraces de 500 mL
perfectamente sellados con 10 g de soporte cada uno con biopelicula adherida y
previamente adaptada a DCM, los sistemas fueron adicionados con 90 mL de solucion de
medio mineral. Lo anterior asegurd las condiciones ambientales adecuadas tales como la

humedad y disponibilidad de nutrientes.

Los estudios realizados por Prado y col. 2005 demostraron que un consorcio expuesto

previamente a las caracteristicas de toxicidad del contaminante, el tiempo en el cual los
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microorganismos degradan completamente el contaminante es significativamente mas

corto y por lo tanto se reducen los tiempos de degradacion.

2.2.1. Adaptacion al CV

El consorcio previamente adaptado a DCM como sustrato selectivo fue expuesto a
concentraciones crecientes de CV. La primer parte de la adaptacion se realiz6 exponiendo
al consorcio a una concentracion de 40 uM evaluando su degradacion durante un tiempo de

22 dias, dicha concentracion fue degradada hasta una concentracion final de 14 puM.

El sistema fue aireado y se llevaron a cabo adiciones sucesivas del contaminante, la
siguiente concentracién evaluada fue de 65 UM la cual fue degradada hasta obtener una
concentracion final de 15 uM en un tiempo de 8 dias. Durante la tercera etapa de
adaptacion se increment6 nuevamente la concentracion de CV a 90 uM, en un tiempo de
cultivo de 30 dias la concentracién final obtenida fue de 23 uM. Finalmente, durante la
ultima fase de adaptacion se decidid disminuir el volumen del medio mineral a un volumen
de 35 mL y adicionar una concentracién de CV de 80 uM, en un tiempo de 61 dias la
concentracion fue degradada a una concentracion final de 20 uM. Los datos anteriormente

descritos se muestran en la figura 2.2.1-1
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Figura 2.2.1-1 Adaptacién del consorcio a CV durante 4 adiciones sucesivas

En la Tabla 2.2.1-1 se pueden apreciar las cinéticas de degradacion y las distintas

velocidades de consumo obtenidas en cada etapa de adaptacion.

Tabla 2.2.1-1 Diferencias en las etapas de adaptacion del CV

Etapa de Concentracién Tiempo de % Velocidad de

Adaptacion inicial de CV uM  remocion (dias) Remocién  consumo uM/dia

1 40 22 64.03 1.078
2 65 8 77.73 7.28
3 90 30 73.87 2.25
4 80 37 77.73 1.55
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Considerando el tiempo de remocion y la velocidad de consumo, durante la segunda etapa
de adaptacion, 30 dias, se observé el mejor porcentaje de remocién del 77.73%, ya que al
no haber limitaciones de oxigeno, sustrato y medio mineral necesarios para la degradacion
del contaminante existe una mayor actividad microbiana. Al prolongar el tiempo de cultivo
en sistemas liquidos de tipo lote utilizando CV como Unica fuente de carbono y energia se
favorece el aumento de la velocidad de crecimiento microbiano en dicho contaminante
[Hartmans y Bont 1992].

A partir del dia 22 de adaptacion del consorcio aumenta su velocidad de consumo de 1.08 a
7.3 pM/dia para una concentracion de 65 pM. Posteriormente, a partir de los 30 dias de
adaptacion las velocidades de consumo disminuyeron a 2.25 pM aumentando el tiempo en
el cual los microorganismos degradan el contaminante a una concentracion de 90 uM (32
etapa). A partir de esta etapa se decidié disminuir tanto la concentraciéon del contaminante
objetivo como el volumen de medio mineral presente en el sistema, debido a que una de las
posibles causas de esta disminucién puede ser la poca difusion del contaminante de la fase
gas a la fase acuosa y por lo tanto hacia el consorcio microbiano, sin embargo al disminuir
este volumen la velocidad de consumo disminuyd nuevamente a 1.26 uM. Otra de las
posibles causas de la reduccién de las tasas de degradacion es la disminucién de pH del
sistema por la presencia de HCI (dato no medido), Sing, Loffer y col, en el 2004
desmostaron que al hacer adiciones sucesivas de CV el pH del sistema disminuia a 5.0 por

la presencia HCI, la presencia de este compuestos indica la mineralizacién del CV.

2.2.2. Adaptacion al eteno

Otro de los contaminantes al cual se adapt6 el consorcio microbiano fue al eteno ya que es
un compuesto producto de la degradacién de CV.

El consorcio se adaptdé exponiéndolo a diferentes concentraciones de eteno. Al ser el eteno
un sustrato de facil degradacion las concentraciones usadas fueron mayores a las evaluadas

parael CV.
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El comportamiento obtenido durante las diferentes adiciones sucesivas se muestra en la
figura 2.2.2-1.La primer etapa de adaptacion se llevé a cabo con una concentracion de 260
KM, la cual fue degradada a una concentracion final de 11.6 UM en un periodo de 20 dias.
Durante las siguientes dos adiciones sucesivas se usaron concentraciones de 400 UM, en la
primera el consorcio capaz de consumir el contaminante hasta una concentracion final de
40 UM en un tiempo de 8 dias, mientras que en la 32 adicion sucesiva el contaminante fue
consumido en un periodo de 30 dias a una concentracion final de 100 pM. Posteriormente

se aumento la concentracion de eteno a 950 uM el consorcio transformé el 80% en 70 dias

de cultivo.
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Figura 2.2.2-1 Adaptacion del consorcio a Eteno

La Tabla 2.2.2-1 muestra los porcentajes de remocién y velocidades de consumo obtenidas
en cada etapa de adaptacion. Durante la 2% etapa en aproximadamente 30 dias se
obtuvieron las mayores velocidades de consumo. Las mayores velocidades se debieron a
que el eteno es un sustrato de facil degradacion, la maxima velocidad de degradacion fue
de 44.3 uM/dia.
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Tabla 2.2.2-1 Etapas de adaptacion a eteno

Etapa de Concentracion Tiempo de % Velocidad de

Adaptacion inicial de eteno uM  remocion (dias)  Remocion  consumo pM/dia

1 260 20 95.58 17.92
2 400 8 88.6 443
3 400 30 52.32 8.5

4 950 70 79.38 11.35

Durante la primera etapa de adaptacion (20 dias) se consumié un 96% la concentracion
inicial de eteno con velocidad de consumo de 18 uM/dia. En la segunda etapa aunque hay
una disminucién en el porcentaje de remocién (88%), la velocidad de consumo se

incremento al doble comparada con de la primer etapa.

Durante la segunda y tercer etapa de adaptacion se expuso al consorcio a una misma
concentracion de contaminante, sin embargo los datos muestran diferencias importantes, ya
que despues de aproximadamente 50 dias el consorcio degradd solo el 52% de la
concentracion inicial, a una velocidad de consumo menor. Esto puede deberse a una

inhibicién debida a intermediarios metab6licos o al mismo contaminante.

Acuiia y col. 1999 en un estudio en el cual se presenta el efecto de las adiciones sucesivas
de tolueno, en donde observaron una reduccion en el consumo del contaminante debido
probablemente por la limitacion de nutrientes o por la acumulacién de una sustancia
inhibidora. Estudios paralelos utilizando medio liquido con la misma biomasa inicial
mostr6 un aumento de la tasa de consumo de tolueno pero solo hasta la 32 adicién sucesiva,

debido a que el medio se acidifico (pH<3.8).
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2.2.3. Cinéticas de degradacion en sistemas de microcosmos

Una vez que el consorcio fue adaptado a CV y eteno se evalué la capacidad de
degradacidn en sistemas de microcosmos, el principal objetivo fue determinar el efecto que
tiene el adaptar el consorcio microbiano al contaminante a degradar, CV.

2.2.3.1. Evaluacion del consorcio adaptado a CV

Se expusieron 4 g de consorcio adaptado a CV a una mezcla de CV-eteno de 70 uM y 75
UM respectivamente. EI CV fue consumido en un 75%, a una velocidad de consumo de 2.2
pM/dia en un periodo de 22 dias. El eteno fue consumido simultdneamente al CV, no se
observé inhibicion en el consumo del contaminante objetivo por la presencia del
contaminante de facil degradacion. El porcentaje de remocion del eteno fue de 95% con

una velocidad de consumo de 1.3 uM/dia.

La figura 2.2.3.1-1 muestra una comparacion de los rendimientos obtenidos para la
degradacion del CV cuando el consorcio microbiano fue adaptado a DCM (considerando el
mismo periodo de tiempo de cinética) y los rendimientos obtenidos después de 22 dias de
adaptacion del consorcio al contaminante objetivo. Se encontré que los porcentajes de
remocion aumentaron al adaptar el consorcio al contaminante que serd degradado. En el
caso de la adaptacion con DCM se obtuvo un porcentaje de remocidn de 58+1% y este se
incrementd a 75% habiendo adaptado al consorcio con CV, las velocidades se mantuvieron

en un rango entre 2 a 2.4 pM/dia.
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Figura 2.2.3.1-1 Comparacion entre las diferentes adaptaciones del inoculo. Se
muestran las dos diferentes concentraciones que presentaron los mejores porcentajes
de remocién en comparacion con la evaluacion realizada con el in6culo adaptado a
CV.

Los datos mostraron que al adaptar el indculo al contaminante objetivo se obtiene un
porcentaje de remocion de CV mayor. Ademas se redujeron tiempos de operacion, al
utilizar el consorcio adaptado a DCM se obtuvo una remocion de 85+1% para
concentraciones entre 60 y 80 uM en un periodo total de cultivo de 99 dias, mientras que al

adaptarlo con CV se determin6 una remocion del 75% en 22 dias.

Con lo anterior se puede concluir que se reducen tiempos de remocién cuando se adapta el
consorcio microbiano directamente con el contaminante que sera utilizado a lo largo de las

cinéticas.
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2.2.3.2. Evaluacion del consorcio adaptado a eteno

Como se menciono anteriormente, el siguiente contaminante al cual se adapto el consorcio
fue al eteno, siendo este contaminante uno de los productos de la degradacion inmediatos
de la ruta de degradacion del CV. De igual manera se prepararon sistemas en microcosmos
para evaluar el efecto de esta adaptacion cuando se expone a dos contaminantes, eteno y
CV.

Después de 30 dias de adaptacion se utilizé el indculo para evaluar su capacidad de
degradar una concentracion de 300 uM de eteno, misma que fue completamente asimilada
(98%) en 31 dias a una velocidad de consumo de 9.6 uM/dia.

Los altos porcentajes de remocion obtenidos para este contaminante se deben a sus
caracteristicas estructurales. Los microorganismos pueden romper con mayor facilidad un
enlace C-H que un enlace C-Cl como el que presenta el CV, razon por la cual es mas
sencillo degradar concentraciones altas de eteno con porcentajes de remocién altos y en

tiempos relativamente cortos.

Ademas se evalud la degradacion de CV en mezcla con eteno utilizando dicho inoculo. La
concentracion evaluada para el CV fue de 70 uM encontrando que en 24 dias el in6culo fue
capaz de consumir el 59% de CV, a una velocidad de consumo de 1.6 pM/dia, dicho
consumo fue menor al reportado por Verce y col. 2000 quienes reportan el consumo de
una concentracion de 450 uM de CV en un tiempo de 3.1 dias sin fase de adaptacion, tras

haber enriquecido el consorcio previamente en eteno durante 60 dias.

La figura 2.2.3.2-1 muestra la comparacion en la degradacion de CV utilizando el inoculo
adaptado a DCM, CV vy por ultimo el in6culo adaptado a eteno, se pueden observar los
porcentajes de remocion, velocidades de consumo y tiempos de remocion. Los porcentajes

de remocién asi como las velocidades de consumo obtenidos cuando se utiliz6 el in6culo
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adaptado a eteno y a DCM son similares. Mientras que los mejores resultados en cuanto a

la degradacion de CV se obtuvieron con el inoculo adaptado a CV.

EDIAS % REMOCION i VELOCIDAD DE CONSUMO pM/dia

75.60 %

60 pM de CV - 70 yM de CV - CV 70 pM de CV -
DCM Eteno

Concentracion del contaminante-sustrato al que fue
adaptado

Figura 2.2.3.2-1 Diferencias entre los diferentes sustratos a los que se adapté el
indculo

Los datos muestran gque el consorcio tiene la capacidad de degradar CV y eteno después de
haber sido adaptado al eteno. Verce y col. 2000 reportan que un consorcio microbiano
obtenido de una planta de tratamiento fue enriquecido con eteno como Unica fuente de
carbono, después de efectuar varias transferencias en medio fresco el indculo adaptado fue
expuesto a CV como Unica fuente de carbono y energia encontrando que tras un tiempo de
80 dias, el indculo comienza a consumir CV gradualmente hasta 7.3 mM, sin inhibicién

aparente.

En el 2002 Coleman y col. evaluaron que al adaptar bacterias gran positivas como

Mycobacterium sp. y Corynobacterium sp. a eteno eran capaces de crecer en CV.
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Demostrando que Corynobacterium no fue capaz de desarrollarse en CV aunque fue capaz
de desarrollarse en eteno como uUnica fuente de carbono. En contraste Mycobacterium sp.

se adaptd rapidamente al CV como Unica fuente de carbono

El consorcio microbiano fue capaz de degradar el CV después de ser adaptado durante 30
dias a eteno, sin presentar fase de adaptacion. EI comportamiento es el contrario al que
reportan Coleman y col. en el 2002 ya que al adaptar el consorcio a eteno y evaluar la

degradacion de CV, llevo 40 dias de adaptacion al mismo.

La capacidad que tienen los microorganismos para degradar CV al ser adaptado
previamente a eteno tiene implicaciones significativas para la bioaumentacion o
inoculacidn de biofiltros. Dada la toxicidad del CV y su costo, este contaminante es un mal
sustrato para el cultivo de la biomasa inicial, es por ello que el uso de eteno para la
adaptacion del inoculo es mas factible por ser menos costoso y toxico, ademas de que no
presenta periodos de adaptacion cuando se cambia de sustrato en el caso de CV lo hace un
sustrato de preferencia, de igual manera se presenta en la investigacion realizada por Verce
y col. 2000.

2.3.Cinéticas de degradacion en columnas de biofiltracion 250 mL

La figura 2.3-1 muestra la degradacion de eteno en el sistema de biofiltracion para ambas
concentraciones (40 y 270 uM). Como se puede observar el consorcio consumié ambas
concentraciones en un tiempo de 7 h obteniendo una concentracion final de 5£1 pM.
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Figura 2.3-1 Cinética de degradacion en columna de biofiltracion de 250 mL

El consorcio consumié ambas concentraciones, observando que el aumento en la
concentracion del contaminante fue directamente proporcional al aumento en la velocidad
de consumo, se determiné un mayor porcentaje de remocion en un mismo tiempo para la

concentracion mayor, figura 2.3-2
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i % REMOCION .1 VELOCIDAD DE CONSUMO pM/hora

97%

1.5 mL/min 3.5 mL/min

Flujo de eteno

Figura 2.3-2 Diferentes flujos de alimentacion de eteno en el sistema de biofiltracion

En las columnas de biofiltracion donde se tenia mayor cantidad de biomasa activa los
porcentajes de remocion fueron similares a los obtenidos en el caso de sistemas en lote
(microcosmos) sin embargo los tiempos fueron mucho menores. En estos experimentos se
determind el consumo de una concentracion de 270 uM en un tiempo de 7 h, mientras en

los microcosmos una concentracion de 300 uM fue consumida en un tiempo de 31 dias.
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2.4.Cinéticas de degradacion en columna de biofiltracion de 1.9 L

Finalmente, se utilizé una columna de 1.9 L en la cual se llevaron a cabo adiciones
sucesivas para determinar el tiempo de degradacion del CV a diferentes concentraciones.
Antes de cada alimentacion el sistema fue aireado por aproximadamente media hora

asegurando las condiciones de aerobiosis del sistema.

En la primera alimentacion, el proceso se inicid con una concentracion de 340 uM,
alcanzando una concentracion final de 50 uM en 120 horas. En la segunda adicion se
evalué el consumo de una concentracion inicial de 550 pM, después de 160 horas de
cinética se obtuvo una concentracion final de 95 puM. La figura 2.4-1 muestra las cinéticas
de consumo de CV para ambas alimentaciones, durante la segunda alimentacion se observo
un consumo mayor de CV (de 550 a 111 puM) en las primeras 72 h, posteriormente la

concentracion se mantuvo practicamente constante en una concentracion de 97+2 uM.
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s i il
2 400 + - 200
5 i il
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S 200 B y 100
(@) i i
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Figura 2.4-1 Cinética de degradacion de CV en una columna de biofiltracién de 1.9L
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En la figura anterior se muestran las mediciones de CO, obtenido experimentalmente para
la alimentacién 2. La concentracion de C (carbono) medido experimentalmente como CO,
fue de 260 uM equivalente a un 57% de produccion de CO,. La alimentacidn 1 presento
experimentalmente una concentracion de 228 pM equivalente al 44% de CO,. Los
porcentajes de recuperacion de CO, fueron similares a las reportadas por otros autores, en
un sistema de biofiltracién para la remocion de tolueno, encontraron que el 44.5% del
carbono se convirti6 en CO, mientras que la degradacion de sustancias intermediarias
representd el 32% y con un 14.3% la degradacion de carbonatos el 14.3% mientras que el
resto se acumula como biomasa (9.2%).[Morales y col. 1998]. Prado y col. en el 2005
encontraron que se recuperaba alrededor del 60% del CO, experimental producto de la
degradacion de metanol.

Garcia-Pefia y col. en el 2008 evidenciaron que durante la degradacion del tolueno,
benceno y etilbenceno los porcentajes de recuperacion de C como CO; fueron del 48, 40 y

53% respectivamente.

Se llevo a cabo la medicion de la humedad existente en el sistema antes y después de la
segunda alimentacion, al inicio del analisis el sistema presentd una humedad del 75%,
mientras que al final del analisis se obtuvo un 35%. La pérdida de humedad podria explicar

que a partir de las 72 horas de operacion no hubo consumo de CV.

El contenido de humedad es uno de los parametros criticos en la operacion de un biofiltro,
el suministro de aire seco al sistema durante menos de una semana provoca una
disminucion répida en los porcentajes de remocion [Prado y col. 2005]. El eficiente
desempefio de un biofiltro durante periodos de tiempo largos, requiere el mantenimiento de
las condiciones de operacion dentro de los rangos adecuados. En particular, el control de la
humedad es necesario [Auria y col. 1998], asi como el aporte de nutrientes [Morgenroth y
col. 1996] ya que tienen un impacto directo sobre la comunidad microbiana y por tanto en

las tasas de eliminacion. Algunos autores han mostrado mayores tasas de remocion cuando
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se suministran nutrientes y se suministra la humedad necesaria a los sistemas de
biofiltracion [Acufia y col. 1999]. Acufia y col. 1999 mencionan que al mantener una
humedad entre 55 y 70 % los porcentajes de remocién son similares, mientras que al

disminuir la humedad mas del 50 % los porcentajes disminuyen de manera drastica.

La figura 2.4-2 muestra los porcentajes de remocion asi como las velocidades de consumo
obtenidos para ambas alimentaciones tomando en cuenta que a las 72 h de cinética ya no

hay un consumo significativo del contaminante.

i % REMOCION 141 VELOCIDAD DE CONSUMO pM/hr

81.82 82.57

6.28

ALIMENTACION 1 ALIMENTACION 2

Figura 2.4-2 Diferencias en los porcentajes de remocion y velocidades de consumo
obtenidas para las dos alimentaciones analizadas en la
columna de biofiltracion de 1.9 L

Se realiz6 un conteo en placa para conocer las UFC/g de soporte, al inicio de la cinética
(Alimentacién 1) se obtuvo una cuenta de 5.5x10°> UFC/g de soporte, mientras que al final
del anélisis (Alimentacion 2) se determin un valor de 5.8x10° UFC/g de soporte.
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Las placas de agar, figura 2.4-3, sugieren que el consorcio microbiano se compone
colonias con morfologia semejantes y 3 o0 4 distintos colores de colonias (colonias blancas,
crema, amarillas de morfologia circular). Lo cual sugiere que efectivamente la degradacion

de CV se llevo a cabo por un consorcio microbiano.

Figura 2.4-3 Diferencias en las colonias obtenidas en el consorcio microbiano capaz
de degradar CV

Con referencia a la biomasa, se debe tener en cuenta la cinética de crecimiento del
microorganismo obteniendo mayor rendimiento metabdlico en la fase exponencial, debido
a que el aumento de ésta es un indicador del proceso de biorremediacién. Se ha logrado
estimar que la cantidad suficiente de microorganismos para efectuar en buenas condiciones
un proceso de biodegradacion es de 10° a 10* UFC/g suelo y de heterétrofos totales de 10°
a 10° UFC/g de suelo, capaces de metabolizar y mineralizar el contaminante a CO, y H,0,
compuestos que permiten efectuar el reciclaje en el medio ambiente al ser facilmente

incorporados en los ciclos biogeoguimicos [Romero y col. 2008].

Investigaciones anteriores indican que cultivos puros de bacterias asimiladoras de CV
fueron desarrolladas en CV y eteno como Unica fuente de carbono encontrando que las
colonias requirieron de 1 a 3 semanas en desarrollarse, encontrando que colonias blancas,
color crema, amarillas y anaranjadas de morfologia circular y abultadas[Coleman y col.
2002].
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VII. CONCLUSIONES

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar un consorcio microbiano capaz de degradar
el CV. Se desarrollé biomasa con uno de los sustratos de mas facil degradacion, glucosa,
posteriormente se adicion0 DCM sustrato que permiti6 la seleccion de los

microorganismos capaces de degradar compuestos clorados.

Después de un periodo de 6 meses de adaptacion con un solvente selectivo DCM se obtuvo
un consorcio mixto capaz de degradar diferentes concentraciones de CV, 20, 40 y 60 uM
CV, se obtuvieron porcentajes de remocién de 55, 76 y 83% respectivamente en 15 dias de

cultivo

Ademaés se realizaron experimentos evidenciando el efecto que tiene un sustrato de facil
degradacion (eteno) con el contaminante objetivo (CV) en sistemas de microcosmos. La
mineralizacion del contaminante fue el mecanismo de gradacion que domind en cada
cinética de degradacion, sin embargo durante determinado tiempo de cinética el
intermediario metabdlico obtenido experimentalmente fue el eteno. Se evaluaron diferentes
concentraciones de CV encontrando que en las concentraciones que presentaron los

mejores porcentajes de remocion fueron de entre 60 y 80 UM de CV.

Conociendo las fuentes de emision del CV se procedio a evaluar si el consorcio
desarrollado con DCM era capaz de degradar intermediarios/precursores en la ruta de
degradacion del CV tales como TCE, cis, trans-DCE. En el caso de TCE se obtuvo un
porcentaje de remocion del 89% de una concentracion inicial de 55 pM durante 55 dias de
cinética. El consorcio fue capaz de degradar un 50 % del cis-DCE en 20 dias. El cual fue
mayor al obtenido por Bradley y col en 1998, quienes lograron obtener un porcentaje de
remocion del 67 % en 50 dias de operacion, mientras que para el trans-DCE en un mismo

tiempo de cinetica se obtuvo un 41 % de remocion.
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Al adaptar el consorcio microbiano a CV y eteno durante 30 dias, los tiempos de remocion
se redujeron aumentando las velocidades de consumo en ambos casos. Adaptado con DCM
el consorcio microbiano fue capaz de remover el 57 % de CV, mientras que al adaptarlo a

CV fue capaz de remover un 76 % en un tiempo promedio de 20 dias.

El consorcio fue capaz de degradar concentraciones altas para sustratos de féacil

degradacion como lo es el eteno (400uM).

En un sistema de biofiltracién de 250 mL fue posible degradar una concentracién de eteno
de hasta 250 uM en un tiempo de 7 h evidenciando que el consorcio adaptado a DCM es
capaz de degradar este tipo de contaminantes bajo condiciones aerobias con porcentajes de

remocién del 97 %.

En el sistema de biofiltracion de 1.9 L fue posible obtener un porcentaje de remocion del
83 % de CV, en un tiempo de 72 h y para una concentracion de inicial de 500 pM.

En las columnas de biofiltracion donde no hay limitacion en biomasa activa, los tiempos y
porcentajes de remocion aumentan, pero de la misma manera que los sistemas de
microcosmos es importante el suministro de nutrientes y humedad en el sistemas para no
detener la actividad biologica de los microorganismos y como consecuencia que no haya

degradacion de los contaminantes.
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VIII. PERSPECTIVAS

En Meéxico, uno de los problemas que existen es la contaminacion del aire debido a las
diversas actividades humanas, razon por la cual es importante el desarrollo de tecnologias
de bajo costo que ayuden a degradar contaminantes que son agresivos a la salud de
animales y seres humanos y uno de ellos es el CV. En el presente trabajo se evidencio que
el consorcio microbiano desarrollado fue capaz de degradar el CV y algunos intermediarios

como cis, trans-DCE vy eteno.

En base a los resultados obtenidos, los aspectos que podrian ser explorados con mayor
detalle en futuras investigaciones y que permitirian un entendimiento mejor del sistema, se

sugieren a continuacion:

v" Comprobar en experimentos simultaneos si la disminucién en los porcentajes de
remocion en los sistemas es debido a la falta de nutrientes y por la pérdida de

humedad del sistema.

v' Caracterizar el indculo desarrollado con el fin de identificar y establecer cuéles son
los microorganismos que degradan mas eficientemente al CV e intermediarios, asi
como establecer posibles relaciones de inhibicion o incremento en las actividades
de degradacién de los contaminantes de una poblacién en presencia de las otras.

Esto con el fin de hacer que predominen dichos microorganismos en el sistema.

v' Realizar la caracterizacion de los sistemas de biofiltracion evidenciando cual es la
maxima capacidad de degradacion del CV evaluando diferentes concentraciones,
asi como, cuales son los mejores parametros de operacion como por ejemplo

(humedad, alimentacion de nutrientes, disminucion de pH, etc.)
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