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1. INTRODUCCION

El problema de la calidad del agua ha sido recurrente a lo largo de la historia, ya que su
deterioro ha procedido en muchos casos de actividades antropogénicas. Asi, los problemas

actuales de contaminacion ambiental por especies quimicas tienen su origen mayoritario en:

¢ El desarrollo a gran escala de la quimica de sintesis desde comienzos del siglo XX.
Este desarrollo introdujo y sigue introduciendo en la naturaleza un tipo de enlaces
quimicos practicamente desconocidos en la biosfera (xenobidticos), sobre todo de
atomos de carbono unidos covalentemente a grupos muy electronegativos
(halégenos y grupos nitro y amino), lo que confiere una extraordinaria estabilidad a

los productos resultantes.

¢ Las explotaciones mineras y metalirgicas masivas.

¢ Las practicas de agricultura intensiva.

¢ La emision de productos farmacéuticos al medio ambiente como consecuencia de la
produccion y el consumo creciente de moléculas bioactivas de sintesis o

semisintesis.

Para dar una idea de la magnitud del problema que los compuestos xenobioticos
representan, se ha estimado que el numero de sustancias quimicas sobre la Tierra asciende a
alrededor de 16 millones, de las cuales aproximadamente cien mil se comercializan o
emplean cotidianamente en actividades productivas. Al numero de compuestos quimicos
existentes se agregan mil nuevas moléculas por afio, cuyo conocimiento acerca de su

comportamiento y efecto sobre los diferentes ecosistemas es escaso o nulo.

Las aguas residuales provenientes de las industrias contienen un gran numero de
contaminantes, que pueden ser separados o eliminados utilizando diversos métodos de

tratamiento, desde fisicos usando rejillas y cribas, hasta sofisticados tratamientos biologicos



o quimicos. Segun el principio de infalibilidad microbiana de Alexander (1994), todos los
compuestos organicos de origen natural pueden ser degradados por microorganismos, por
lo que resulta factible buscar métodos bioldgicos eficientes para su eliminacion, los cuales

son mas econdmicos que los métodos quimicos o cataliticos.

Sin embargo, cuando en un efluente se encuentran compuestos organicos xenobidticos, el
efluente no puede ser tratado con los métodos tradicionales. La presencia de estas
sustancias en plantas convencionales de tratamiento biologico de aguas residuales impide el
funcionamiento adecuado de dichos sistemas, ya que por lo general son compuestos
escasamente biodegradables; ademas, suelen ser toxicos e inhibidores de la actividad de los
microorganismos responsables del tratamiento. Por afiadidura, la accidon bioldgica sobre
algunas moléculas puede resultar en productos ain mas toéxicos que la molécula de origen.
Por estas razones, es imperante encontrar sistemas de tratamiento adecuados para estas
moléculas, y promover asi su degradacion total en compuestos inorganicos (CO, y agua en

condiciones aerobias).

Por tal motivo, en el presente trabajo se plantea estudiar la eliminaciébn por via
microbiologica de un compuesto xenobiotico, el fenol, en aguas residuales de origen

urbano, utilizando para tal efecto, un reactor discontinuo alimentado (SBR).

Este trabajo se organizo de la siguiente manera. En el capitulo 2 se presenta una revision
bibliografica acerca de las caracteristicas moleculares del fenol, las rutas de biodegradacion
conocidas y los modelos cinéticos reportados por otros investigadores, entre otros temas.
Posteriormente, en los capitulos 3 y 4, se presenta el planteamiento del problema y su
justificacion, asi como los objetivos fijados en este trabajo, respectivamente. En el capitulo
5 se describen los materiales y métodos usados durante el trabajo experimental. A
continuacion, en el capitulo 6, se detallan y discuten los resultados obtenidos respecto a las
poblaciones microbianas adaptadas que se obtuvieron, su comportamiento, el modelado
cinético y las simulaciones realizadas con el modelo, asi como el funcionamiento y analisis
del proceso de tratamiento bioldgico. Y finalmente, en el capitulo 7, se presentan las

conclusiones generadas a partir del desarrollo de este trabajo.



2. MARCO TEORICO

2.1 Elfenol como contaminante del agua

El fenol fue aislado por primera vez en 1834 a partir del alquitran de carbon, el cual
constituyd la principal fuente explotada de este compuesto hasta la Primera Guerra
Mundial; posteriormente, la produccion se llevd a cabo mediante sintesis quimica y la
utilizaciéon de catalizadores. El fenol se produce también de manera natural, pues se
encuentra en la lignina, y como resultado de la descomposicion de materia orgédnica o de la
degradacion de pesticidas clorofenoxicarboxilicos y organofosforados (Lacorte y Barcelo,

1995).

El fenol es un producto quimico ampliamente usado en la produccion de bisfenol-A, que es
un intermediario en la produccion de resinas epoxicas y fenolicas, la cual ocupa el 70% del
fenol producido. Otros usos, con aproximadamente el 25% del total de la produccion de
fenol, son la Sintesis de caprolactamas, anilina, alquilfenoles y xilenoles. Alrededor de 1%
de la produccion se destina a otros usos, tales como agente desinfectante y la preparacion
de medicinas (ungiientos, gotas para oidos y nariz, lociones antisépticas, entre otros;

ATSDR, 1998).

La estructura basica de los compuestos fendlicos (Figura 2.1) es el benceno, un anillo
aromatico de 6 atomos de carbono. La molécula de benceno y sus derivados son menos
reactivos y por lo tanto mas estables que los compuestos de cadena simple o alifaticos. La
localizacion de sustituyentes en el anillo de benceno afecta significativamente la
reactividad de la molécula; estos cambios en estructura y reactividad ejercen gran

influencia sobre la biodegradabilidad de esta familia de compuestos (Rodriguez, 2003).

OH

Figura 2.1. Estructura quimica del fenol



2.1.1 Propiedades fisicas y quimicas

En la tabla siguiente se muestran algunas de las propiedades fisicas y quimicas del fenol

(Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Propiedades fisicas y quimicas del fenol (OCDE, 2003; Rodriguez, 2003).

Propiedad
Punto de fusion (°C) 41
Punto de ebullicion (°C) 182
Densidad d° (gr./cm’) 1.049
Solubilidad 25 °C (%) 8.7
Coeficientes de particion:
Log Kow 28.840
Log K¢ 52

Presion de vapor a 25 °C (Pa) 47

K,w = Coeficiente octanol/agua,

K. = Coeficiente de particion octanol/carbono.

2.1.2 Fuentes de emision

El fenol es liberado al ambiente como resultado de su manufactura y uso, de la quema de
madera, tanto intencional como accidental (incendios forestales), asi como de la

degradacion natural de materia organica y algunos insecticidas.

De forma antropogénica, los compuestos fendlicos son generados por plantas de carbon,
refinerias e industrias que procesan resinas, plasticos, tintas, colorantes, industrias
farmacéuticas, entre otras. Debido a su amplio uso, el fenol es considerado un contaminante

comun de las aguas residuales domésticas, industriales y agricolas (ATSDR, 1998).



2.1.3 Destino y efectos ambientales

La alta solubilidad del fenol hace que los vapores liberados hacia la atmosfera sean
atrapados por la lluvia, ocasionando el transporte de fenol desde zonas industriales hacia el
campo, rios y mares (Rodriguez, 2003). Debido a que el pKa del fenol es 9.68, éste se
encontrard en mayor proporcion disociado en medios acudticos naturales, por lo que su

transporte hacia otras esferas ambientales dependera del pH del medio (ATSDR, 1998).

El transporte intercompartimental del fenol ocurre de la siguiente manera: el fenol liberado
al medio ambiente, regularmente en fase gaseosa, es lavado por la lluvia y llevado via
deposicion humeda y lixiviacion a través del suelo. La evaporacion tiende a ser lenta en el
agua. Aunque el fenol no es muy persistente en aire, agua superficial u ocednica e incluso
en suelo, reacciona fotoquimicamente, teniendo un tiempo de vida media de algunas horas;

en cambio, su degradacion por via bioldgica, es de aproximadamente 2 dias.

Tomando en cuenta que el fenol absorbe luz en la region de 290 a 333 nm, es factible su
foto oxidacién en superficies acuaticas. El fenol es biodegradable en aguas naturales
siempre y cuando su concentracion no sea muy alta y provoque inhibiciéon en los
microorganismos responsables de su descomposicion; asi mismo, ésta se ve afectada

cuando la concentracion de compuestos organicos e inorganicos es alta (WHO, 1994).

El fenol puede ser convertido por bacterias, bajo condiciones aerobias, en CO, y H,O,
mientras que en condiciones anaerobias puede transformarse en CO, y CHy. El catecol, cis-
cis muconato, -cetoadipato, succinato y acetato son algunos de los intermediarios en la

biodegradacion del fenol (§ 2.2.2; Rodriguez, 2003).

El tiempo de vida media por degradacion bioldgica en medios lacustres es de 1 dia y de 9
en estuarios. Por via fotoquimica la oxidacion de fenol producida por radicales peroxido es
de aproximadamente 19 horas, y la constante de velocidad para la reaccion del fenol con O;
en agua es de 1.5 x 10° a 6 x 10”. Aunque el nivel de bioacumulacion del fenol es muy

bajo, éste es considerado toxico para los organismos acuaticos (ATSDR, 1998).



2.1.4 Efectos en la salud humana

La introduccion de fenol al organismo por cualquier via ocasiona diferentes efectos
nocivos, que van desde dafios sistematicos hasta la muerte. A continuacion se presentan

algunos de ellos.

2.1.4.1 Efectos cardiovasculares
Via inhalacién, los principales efectos cardiovasculares por exposicion indirecta al fenol

son arteriosclerosis y isquemia del corazon (ATSDR, 1998).

2.1.4.2 Efectos gastrointestinales

Efectos como anorexia, pérdida del apetito, nduseas y exceso en la produccion de saliva
son algunos de los dafios provocados a personas por el uso de un aerosol de acido carbdlico
(1:40 fenol/agua) usado como antiséptico en salas de operacion a mediados del siglo XIX

(ATSDR, 1998).

2.1.4.3 Efectos hematoldgicos
Estudios en humanos han demostrado que la exposicion a fenol se refleja en la
concentracion de células sanguineas. Se ha reportado 30% de incremento de eosinéfilos,

25% mas de monocitos y un decremento del 70% de eritrocitos (ATSDR, 1998).

2.1.4.4 Efectos musculoesqueléticos

Se han reportado casos de dolor muscular y debilidad en individuos con exposicion
cronica intermitente via inhalacion y por contacto dérmico de soluciones de fenol, cresol y

xilenol (ATSDR, 1998).

2.1.4.5 Efectos renales

En caso de envenenamiento por fenol se produce un oscurecimiento de la orina, ademas

de la aparicion de glucosa en la misma (ATSDR, 1998).



2.1.4.6 Efectos dérmicos
Los dafios ocasionados por el fenol se observan por coloracion o pigmentacion de la piel
alrededor de la nariz y pémulos (ATSDR, 1998).
2.1.4.7 Otros efectos
Diversas alteraciones en el organismo humano provocadas por la exposicion al fenol son
la pérdida progresiva de peso, que posteriormente se convierte en anorexia, dolor de
cabeza, vértigo, entre otros, lo cual en algunos casos desencadenan la muerte de la persona.
La dosis letal promedio para seres humanos reportada es de 140 mg/kg. A pesar de todos
los efectos que el fenol produce a la salud humana, no existe evidencia acerca de su
potencial cancerigeno (ATSDR, 1998).
A continuacion, en la Figura 2.2 se muestra un resumen sobre los efectos del fenol en la

salud humana.
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Figura 2.2. Efectos producidos por exposicion al fenol (ATSDR, 1998).

2.1.4.8 Eliminacion y excrecion

Diversos estudios reportan que el fenol y sus formas conjugadas son un constituyente
normal de la orina en concentraciones de 8.7 = 2 mg/dia. En la Figura 2.3 se muestra la ruta

de eliminacion en el organismo humano.



La Figura 2.3 muestra las rutas metabolicas que trasforman al fenol antes de su excrecion
en la orina. Existen tres sistemas de enzimas encargadas de catalizar las reacciones de
transformacion de fenol, la fenol sulfotransferasa, UDP-glucoronosil transferasa, y
glutation-5-transferasa. Estas enzimas se encuentran en diferentes tejidos, lo que provoca
competencia entre éstos no solo por el fenol sino por sus productos de oxidacion, como la
hidroquinona. En consecuencia, la cantidad de productos formados puede variar en base a
la especie, la dosis y la ruta de administracion. In vivo, el tracto gastrointestinal, el higado,
los pulmones y los rifiones son los tejidos donde existe mayor conjugacion de compuestos

fenolicos simples (ATSDR, 1998).
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1,4 - dihidroxibenceno !
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Trihidroxibenceno

— 2Bl 5 Reaccion de oxidacién catalizada por el citocromo P450 2E1

- Reacciones de conjugacion (pueden ser catalizadas por fenol sulfotransferasa,
UDP- glucoronosil transferasa, o glutation-5-transferasa)

Figura 2.3. Ruta metabdlica de eliminacion de fenol (ATSDR, 1998).

2.1.5. legislacion ambiental en el medio acuatico

Debido a los problemas que ocasiona el fenol, tanto al hombre como a los diferentes
ecosistemas, se han establecido diferentes normas, leyes y reglamentos sobre su uso, asi

como sobre el manejo y disposicion de los residuos que lo contengan.



En México, los criterios ecologicos de la calidad del agua establecen para el fenol una
concentracion maxima de 0.001 mg/l en agua de uso recreativo con contacto primario. En
cuanto a la proteccion a la vida acuatica, se ha establecido una concentracion méaxima de
0.1 mg/l en agua dulce y de 0.06 para agua marina; en lo concerniente al agua potable, se

ha fijado un valor guia de 0.3 mg/l para fenoles o compuestos fendlicos (DOF, 1989).

En el ambito internacional, la EPA ha establecido una concentracion limite de 4 mg/l para
el agua potable de consumo diario; en el &mbito de proteccion a la vida acuatica, el criterio

de calidad es de 3.5 mg/l (ATSDR, 1998).

2.1.6 Métodos de tratamiento

Existen diferentes tipos de tratamiento para la eliminacion del fenol, que pueden ser

fisicoquimicos o bioldgicos. A continuacion se describen algunos de ellos.

2.1.6.1 Tratamientos fisicoquimicos

2.1.6.1.1 Incineracién

Este método es muy usado para tratar pequefias cantidades de agua residual pero con altas
concentraciones de contaminantes; sin embargo, presenta un problema en cuanto a su
elevado costo econdmico. Aun asi, algunas empresas usan este método; un ejemplo es la
industria textil, cuyos desechos incluyen compuestos fendlicos provenientes de pigmentos y

colorantes (Hernandez et al., 1998).

2.1.6.1.2 Oxidacioén hiimeda

Este tipo de oxidacion es realizada en fase acuosa en presencia de aire u oxigeno a presion
y temperatura alta (20 a 200 bar, 150 a 350 °C). Las condiciones dependen de la naturaleza
del compuesto a tratar y tiene un porcentaje de remocion del 75 al 90 % de DQO (Demanda

Quimica de Oxigeno). Los resultados experimentales han demostrado que el tratamiento de



fenol y sus derivados por esta via es muy efectivo, con alrededor del 90% de remocidon

(Rodriguez, 2003).

2.1.6.1.3 Oxidacion quimica

La oxidacion quimica es un proceso por el cual los electrones son transferidos de una
sustancia a otra. Existen diferentes oxidantes quimicos, tales como el Os, luz U.V., H,O,,
KMnO,, OH™ y en algunos casos mezclas de éstos. El ozono es uno de los principales
agentes oxidantes utilizados para el tratamiento de efluentes que contienen compuestos
organicos como acidos carboxilicos, fenoles, aminoacidos y compuestos organometalicos
(Hernandez et al., 1998). Sin embargo esta técnica de depuracion tiene algunos
inconvenientes; uno de ellos es que al tratar caudales de agua muy elevados se emplea
demasiado agente oxidante, o lo que es igual, se elevan los costos del proceso. En cuanto al
tratamiento de fenol, el efluente no debe contener una carga contaminante muy alta
(inferior a cientos de ppm). Otro inconveniente es que al oxidarse el fenol utilizando ozono

se producen hasta 22 productos intermediarios (Garcia-Ochoa y Santos, 2001).

2.1.6.1.4 Oxidacion catalitica

Como es bien sabido, el uso de catalizadores incrementa la eficiencia de los procesos
quimicos, por lo cual se han empleado diferentes catalizadores para el tratamiento de aguas

residuales o de desechos que contengan fenol.

Para el tratamiento de algunos clorofenoles se ha encontrado que el platino soportado sobre
AlLOs; y TiO, es una de las mejores opciones; en cuanto al fenol, el CuO solo o en
combinacion con otros 60xidos, es el agente catalitico mas activo a temperaturas entre 160-

250 °C (Garcia-Ochoa y Santos, 2001).

El mecanismo por el cual se lleva a cabo la oxidacion catalitica del fenol es via radicales
libres (Figura 2.4); cabe sefalar que en dicha ruta existen varias similitudes con el proceso

biolodgico (§ 2.2.2). Las principales variables que afectan la velocidad de oxidacion del
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fenol son el pH, la temperatura, la presion de oxigeno y la adicion de agentes iniciadores de

radicales libres (Garcia-Ochoa y Santos, 2001).
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Figura 2.4. Ruta simplificada de la oxidacion catalitica del fenol

(Garcia-Ochoa y Santos, 2001).

2.1.6.2 Tratamientos bioldgicos

Los tratamientos bioldgicos, muy utilizados por sus bajos costos y altas eficiencias,
constituyen otra manera de eliminar moléculas organicas; pueden ser aerobios o anaerobios,
y cada una de estas modalidades presenta distintas ventajas e inconvenientes. A
continuacion se describen algunos tratamientos biologicos aerobios que han sido utilizados

para la remocion de fenol en agua.
Watanabe et al. (1996) emplearon un proceso de lodos activados utilizando un tanque de

aireacion de 5 1 equipado con un sistema en linea para el monitoreo de OD (oxigeno

disuelto) y pH acoplado a un tanque de sedimentacion con una capacidad de 3 1. Los lodos
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activados utilizados fueron extraidos de una planta de tratamiento de aguas residuales de
una refineria. El proceso de adaptacion consistio en la alimentacion de 0.3 g/l-d de fenol
durante un mes. A partir de los datos de biodegradacion obtenidos durante la adaptacion y
su ajuste a un modelo de Haldane (§ 2.3.2), calcularon la carga maxima para el reactor, que
fue establecida en 4 Kg./m’-d de fenol. Para comprobar los resultados teéricos en el reactor,
incrementaron la carga de fenol progresivamente desde 0.3 a 1, 2, 4, 8 Kg./m>d. Asi, la
carga maxima real obtenida fue de 2 Kg./m’-d de fenol, que es sélo la mitad de la carga
predicha por el modelo de Haldane. Una de las variables que no fueron contempladas fue la
produccion de metabolitos intermediarios posiblemente inhibitorios en el proceso de
biodegradacion de fenol, lo cual pudo influir en este proceso al disminuir

considerablemente su rendimiento.

En algunos estudios se ha optado por tratar el fenol con cultivos puros de microorganismos
para su degradacion; uno de estos estudios es el reportado por Komarkova et al. (2003),
quienes utilizaron una cepa de Candida tropicalis C12 aislada de los lodos activados de
una planta de tratamiento de aguas residuales industriales. Se utilizo un biorreactor a escala
con capacidad de 1.5 1, con alimentacion tipo fed batch; el pH de trabajo del reactor fue de
5.2 y la concentracion de fenol utilizada fue de 100 mg/l. Los resultados obtenidos en este
estudio muestran el comportamiento de los microorganismos durante la degradacion del
fenol. La enzima fenol hidroxilasa es la que se encarga de iniciar la degradacion; cuando la
actividad de la enzima decae, los microorganismos, en un segundo paso, utilizan sus
materiales de reserva para completar la oxidacion del fenol a CO, y H,O. Otra observacion
que este estudio arroja es que bajo condiciones de estrés alimenticio, es decir con bajas
concentraciones de nutrientes o en un medio limitante, las células producen metabolitos
extracelulares, los cuales pueden inhibir el proceso de respiracion. En consecuencia, la
actividad de la enzima encargada de iniciar el proceso de degradacion decae, con lo que
disminuye la velocidad de degradacion del fenol y muere una parte de la poblacion

microbiana.

En el estudio realizado por Léonard et al. (1999), se utilizO una cepa bacteriana de
Ralstonia eutropha para la biodegradacion de fenol, asi como 3 tipos de cultivo (fed batch,

batch y quimiostato). El cultivo en fed batch fue automatizado y monitoreado en linea
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mediante el acoplamiento de un computadora personal, bombas peristalticas para controlar
el llenado y vaciado de los reactores, unidades de filtracion, control de agitacion, pH,
temperatura y oxigeno disuelto, ademas de un espectrofotometro encargado de monitorear
en tiempo real un metabolito intermediario de la degradacion del fenol, el semialdehido 2-
hidroximuconico (2-hmas; § 2.2.2). Como resultado, se model6 el comportamiento del
intermediario inhibitorio 2-hmas, y se consigui6 una alta carga de fenol biodegradado (9.3
Kg. de fenol/m’-d). Sin embargo, el modelo presentado en este estudio tiene la desventaja
de considerar un cultivo puro, cuyo desempefio dificilmente puede ser extrapolado a
sistemas de tratamiento a mayor escala, como por ejemplo a una planta de tratamiento de
aguas residuales industriales. La presencia de otros microorganismos, ubicuos en las aguas

residuales, modificaria el comportamiento del proceso predicho por el modelo.
2.2 Biodegradacion del fenol
2.2.1 Fases del crecimiento bacteriano

La evolucion de una poblacion bacteriana en funcion del tiempo se puede representar como la curva

de la Figura 2.5, en la que pueden distinguirse cuatro fases.

lag exponencial estacionaria muerte

Parametro de medida

Tiempo de cultive

Figura 2.5. Curva de crecimiento bacteriano
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La primera region se caracteriza por la baja tasa de reproduccion bacteriana y es llamada
fase lag la cual es debida a la aclimatacion de los microorganismos al substrato.
Posteriormente viene un periodo de rapido crecimiento, este es conocido como fase log o
exponencial, durante la cual la poblacion duplica su tamafio en un intervalo de tiempo

llamado tiempo de generacion.

Cuando la fase log termina, comienza la fase estacionaria debida a un factor limitante. Los
factores tipicos que limitan el crecimiento son el agotamiento de los nutrientes esenciales,
liberacion de material toxico o inhibitorio y el consumo del oxigeno. Durante la fase
estacionaria, el nimero de células viables sigue siendo practicamente constante. Por ultimo,
después de la fase estacionaria, las bacterias comienzan a morir, a lo que se conoce como

fase de muerte o de lisis celular.

2.2.2 Biodegradacion aerobia

Los procesos de tratamiento bioldgico de la materia organica se basan en la utilizacion de
ésta como fuente de carbono y/o de energia por parte de ciertos microorganismos. El
estudio de la biodegradacion de compuestos fendlicos por via aerobia ha demostrado que
existe una ruta metabdlica comun para este tipo de compuestos y aun para aquéllos no tan
cercanos a la familia de los compuestos fendlicos, como son los bifenilos (Autenrieth et al.,
1991). En esta etapa se consume oxigeno y por accion de la enzima fenol monooxigenasa
se adiciona un grupo “OH al anillo fendlico, dando como resultado la formacion de catecol.
El anillo del catecol puede ser roto de dos maneras distintas; es decir, existen dos rutas de

biodegradacion posibles, la ruta orto y la ruta meta.
En la ruta orto (Figura 2.6A), existe ruptura del enlace 1-2 del catecol y se produce el acido

mucodnico, mientras que en la ruta meta la ruptura del anillo ocurre entre los carbonos 2-3,

dando como resultado el semialdehido 2-hidroximucoénico (Figura 2.6B).
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En bacterias, los genes que codifican las enzimas de la ruta meta, las cuales son
energéticamente mas eficientes, por lo general son parte de plasmidos grandes tales como el
TOL, mientras que los que codifican las enzimas de la ruta orto se encuentran en su
mayoria localizados en el DNA (Heesche-Wagner et al., 1999). Las enzimas de la via meta
pueden degradar también catecoles metilados, por lo que se han estudiado ampliamente por
su papel en el catabolismo de hidrocarburos tales como tolueno y el xileno (Harwood y

Parales, 1996).
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| = Catecol 2,3- dioxigenasa _ / Z oH

Catecol Semialdehido 2-hidroximucoénico

OH

Figura 2.6. Rupturas orto (A) y meta (B) del anillo fenolico

La ruta meta es muy comun en el metabolismo de bacterias, microalgas y hongos de
diversos tipos (Semple y Cain, 1996; Heesche-Wagner et al., 1999). En esta ruta, tras la
ruptura del catecol catalizada por la enzima catecol 2,3-dioxigenasa, el 2-hmas puede
degradarse en dos formas distintas (Figura 2.7; Bugg y Winfield, 1998). En la primera, el 2-
hmas se oxida para dar acido 2-hidroximucoénico, que posteriormente es descarboxilado a
través de la accion de dos enzimas, una isomerasa y una descarboxilasa, para dar el acido 2-
oxopenta-4-enoico. Alternativamente, el 2-hmas puede fraccionarse por hidrdlisis para
producir los 4cidos formico y 2-oxopenta-4-enoico. Después, este ultimo es degradado por
hidratacion a acido 4-hidroxi-2-oxopentanoico y después a acetaldehido y acido piravico
por medio de una aldolasa. Estos productos siguen oxidandose al incorporarse al ciclo de

Krebs (Ramirez, 2005).
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Figura 2.7. Ruta meta de biodegradacion aerobia de fenol
(Shalaby, 2003; Bugg y Winfield, 1998)

En lo que respecta a la via orto, ésta se encuentra distribuida en diversas bacterias,
levaduras y hongos (Harwood y Parales, 1996). Sin embargo, a pesar de su amplia
distribucion taxonomica, so6lo se le ha identificado en microorganismos del suelo,
particularmente en grupos bacterianos asociados a plantas. Frecuentemente concurre en
bacterias que presentan la via meta codificada en plasmidos. Asimismo, existen variantes

de esta ruta en las especies que degradan compuestos aromaticos clorados (Ramirez, 2005).
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2.2.3 Biodegradacion anaerobia

En un medio, las condiciones anaerobias prevalecen cuando la velocidad de consumo de
oxigeno por parte de los microorganismos sobrepasa su velocidad de difusion en el medio o
cuando ésta es nula. La fermentacion y la respiraciéon anaerobia constituyen los dos

mecanismos basicos del catabolismo anaerobio de compuestos organicos.

El metabolismo de los ciclos aromaticos puede llevarse a cabo en anaerobiosis, y permite la
ruptura del anillo sin la participacion del oxigeno. Aunque el anillo bencénico es una
estructura quimica muy estable, puede ser reducido por hidrogenaciéon completa,
hidroxilado por deshidratacion y posteriormente romperse por un proceso enzimatico no

oxidativo (Figura 2.8).
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Figura 2.8 Ruta de biodegradacion anaerobia del fenol

(Evans y Fuchs, 1988; Borraccino, 1997)
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2.3  Modelos de biodegradacion

Un modelo cinético microbiano se compone de balances de materia, al menos de la
biomasa y del sustrato primario que limita la velocidad de crecimiento de ésta. Considérese
un bioreactor con volumen V que recibe un flujo que con una concentracion Sa de un
sustrato organico y suficientes nutrientes inorganicos, de modo que la fraccion orgénica sea
vuelve el sustrato limitante. La concentracion del sustrato de entrada, al igual que el pH,

temperatura y otras condiciones ambientales se consideran constantes.

Dentro del reactor, la biomasa heterotrofica (X) utiliza el sustrato como su fuente de
alimento, de tal forma que el crecimiento de la biomasa se refleja en la reduccion en la
concentracion de sustrato S. Para describir la dinamica del reactor, las ecuaciones del
equilibrio global se deben representar en funcion del balance de masa de cada uno de los

constituyentes de importancia. Lo anterior se expresa de la siguiente forma:

Variacion = Entrada — Salida + Produccion — Consumo — Dilucién (2.1)

Si utilizamos Cp para representar la concentracion de la masa del constituyente A en el

reactor, la ecuacion del equilibrio es:

[d;A ]V =QC,, -Q,C,+r1,-V (2.2)

Para convertir la ecuacion de equilibrio masico en funcion de la concentracion de los
constituyentes, utilizamos la relacion de densidad y tomando en cuenta que el reactor opera

en modo fedbatch (i.e. no existe flujo de salida), la ecuacion quedaria de la siguiente forma:

dc, _Q

dt _V[CAO_CA]—'_rA (2-3)
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Para el sistema bajo estudio, se considera que el reactor recibe un substrato S;, el cual es
consumido por la biomasa X. La biomasa produce metabolitos intermediarios S, los cuales

utiliza como substrato, una vez que la concentracion de S; se vuelve un factor limitante.

Las tasas de crecimiento microbiano, asi como de consumo de substratos y de produccion
de metabolitos intermediarios se consideran proporcionales a la concentracion de X en el

reactor. Por lo tanto, para cada uno de los constituyentes (X, S; y S;) se considera:

Para 812 Ao = S(), r'a = (s1 (S], Sz) X (24)
Para X: Ag=Xo, TA=n(S1,S) X (2.5)
Para Sz: Ao = 0, A = [Vsz(sl, Sz) — qu(Sl, Sz)] X (26)

Para completar las ecuaciones, deben proporcionarse expresiones para el crecimiento de la
biomasa y el consumo de sustrato. Una vez seleccionado el modelo mas apropiado, deben
determinarse los valores de las constantes cinéticas. Tal determinacion puede ser
experimental, o bien mediante un algoritmo basado en técnicas no lineales de ajuste por
minimos cuadrados. Algunas de las expresiones cinéticas mas comunes se presentan en las

secciones siguientes.

2.3.1 Modelo de Monod

La relacion mas frecuentemente utilizada para representar la cinética de crecimiento
microbiano es la llamada ecuacion de Monod. Esta expresion (ecuacion 2.7) relaciona la
velocidad especifica de crecimiento de los microorganismos () con la concentracion de un

sustrato limitante (S),

dX U S
- = Ha 2.7
# (thj K, +S @7

Donde:
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n= Velocidad especifica de crecimiento microbiano [h™]
= Concentracion de biomasa [g/1]

t= Tiempo [h]

Wmax = Velocidad especifica maxima de crecimiento microbiano [h™']
= Concentracion de sustrato limitante del crecimiento [g/1]

Ks= Constante de afinidad o de saturacion media [g/1]

La ecuacion de Monod proporciona una transicion suave desde una relacion de primer
orden respecto a bajas concentraciones de S a una relacion de orden cero a concentraciones
elevadas. Dado que a altas concentraciones de sustrato la velocidad de crecimiento se
aproxima a un maximo (Figura 2.8), a la expresion de Monod también se le conoce como
funcion de saturacion. El valor de Ks representa la afinidad microbiana por el sustrato
organico que soporta el crecimiento; asi, los valores reducidos de Ks indican que los
microorganismos necesitan una concentracion reducida de dicho sustrato para alcanzar la

velocidad méxima de crecimiento, por lo que su afinidad es elevada (Ramirez, 2005).

Dado que el objetivo principal de cualquier proceso de biodegradacion es la eliminacion del

sustrato, comunmente la ecuaciéon de Monod toma la siguiente forma (ecuacion 2.8):

(o R
= oma= 2.8
Qs K, +S (2.8)

Donde:
gs= Velocidad especifica de consumo de sustrato [h™']

Osmax = Velocidad especifica maxima de consumo de sustrato [h'l]

El consumo de sustrato y el crecimiento de la biomasa estan relacionados por la ecuacion

2.9,
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M
= 29
Qs Y 2.9)

Donde:

Y = Rendimiento de produccion de biomasa [g células/g sustrato]

2.3.2 Modelo de Haldane—Andrews

Las velocidades de utilizaciéon del sustrato y del crecimiento microbiano pueden
reducirse por la presencia de compuestos inhibitorios, tales como metales pesados,
antibioticos o pesticidas. La variedad de posibles inhibidores y sus diferentes efectos sobre
los microorganismos puede convertir la inhibicion en un concepto difuso (Rittmann y
McCarty, 2001). En algunos casos, el inhibidor sdlo afecta a una enzima que participa en la
oxidacion del sustrato; en tales casos, el consumo de dicho sustrato se reduce. En otros, el
inhibidor afecta alguna funcion general de la célula, como la respiracion, y puede inducir la

muerte celular (Ramirez, 2005).

La autoinhibicién es un tipo de inhibicibn muy comun, el cual es también llamado
inhibicioén por el sustrato, que exhibe una gran variedad de moléculas. En este caso, la
degradacion del sustrato es disminuida por la elevada concentracion del mismo. La mayoria
de las veces esta inhibicion se debe a que los complejos enzima-sustrato que se forman ya
no sufren posterior degradacion (Autenrieth et al., 1991). Tales cinéticas de biodegradacion
suelen representarse con el modelo de Haldane—Andrews, el cual relaciona la velocidad del

crecimiento microbiano con la concentracion del sustrato inhibitorio (ecuacion 2.10).

Mo S
- mas 2.10
oK +5+(S%/K) (210

Donde:
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Ki =Constante de inhibicion o de Haldane [g/1]

La figura 2.9 muestra el efecto de inhibicion por el sustrato en el crecimiento de la biomasa.
A concentraciones bajas de sustrato, la velocidad de crecimiento aumenta cuando S se
eleva, siguiendo lo establecido por la ecuacion de Monod. De hecho, cuando la constante
de inhibicion K;j se acerca al infinito la expresion de Haldane se aproxima a la de Monod.
Sin embargo, las concentraciones de S superiores a la necesaria para alcanzar una velocidad
de crecimiento maxima se vuelven inhibitorias, lo que ocasiona una disminuciéon en la

velocidad de crecimiento de la biomasa (Ramirez, 2005).

Modelo de Monod

Modelo de Haldane-Andrews

Velocidad especifica de crecimiento, pu

Concentracion de sustrato, S
Figura 2.9. Relacion entre S y p en las cinéticas de Monod (linea continua)

y de Haldane-Andrews (linea punteada)

2.3.3 Modelado de la biodegradacion de fenol

Debido a que el fenol es un sustrato inhibitorio a concentraciones elevadas, y aunque
existen algunas aplicaciones del modelo de Monod (Reardon et al., 2000), la ecuacion de
Haldane-Andrews (ecuacion 2.10) ha sido la mas utilizada para describir el crecimiento
microbiano sobre fenol. En la tabla 2.2 se muestran algunos valores de las constantes

cinéticas de este modelo reportados.
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En varios estudios (Mdrsen y Rehm, 1990; Léonard et al., 1999; Wang y Loh, 1999) se ha
reportado que la ruta meta de biodegradacion de fenol frecuentemente se acompaiia de la
acumulacion de uno de los metabolitos intermediarios, el semialdehido 2-hidroximuconico
(2-hmas; Figura 2.7). Dicha acumulacion se ha correlacionado con la concentracion de
fenol y con la aparicion de un color amarillento en el medio de cultivo (Morsen y Rehm,
1990). Asi, la medicion espectrofotométrica de la intensidad de esta coloracion ha
permitido estimar la concentracion de 2-hmas e incluso controlar la actividad metabolica de

R. eutropha en procesos discontinuos alimentados (Léonard et al., 1999).

En virtud de lo anterior, Wang y Loh (1999) y Nuhoglu y Yalcin (2005) han propuesto
modelos basados en la ecuacion de Haldane-Andrews que integran la concentracion inicial
de fenol (Sp) en la expresion de crecimiento microbiano especifico (ecuacion 2.10). Estos
modelos describen correctamente la cinética de biodegradacion de fenol para un amplio
rango de concentraciones iniciales de dicha molécula. Sin embargo, no consideran el
crecimiento de la biomasa, de las bacterias de la especie Pseudomonas putida y lodos

activados, respectivamente.

2.4  Reactores discontinuos de alimentacion secuenciada (SBR)

El objetivo del tratamiento de aguas residuales es la proteccion de la calidad de las aguas
receptoras y el cumplimiento de la legislacion aplicable para la mezcla resultante. Esto se
logra reduciendo la DBOs, DQO, SST, nitrogeno, fosforo y los coliformes totales, entre
otros parametros. En la actualidad, existen diferentes configuraciones de plantas de
tratamiento de efluentes por lodos activados, cada una con ventajas y desventajas bien
definidas. Los sistemas de tratamiento de aguas residuales mas utilizados se dividen en dos
grandes grupos, los sistemas de tratamiento continuo y los discontinuos (Bretti-Mandarano,

2002).

Un reactor de alimentacion secuenciada (Sequencing Batch Reactor, SBR por sus siglas en
inglés) es un proceso secuencial de biomasa suspendida en el cual todas las etapas del
tratamiento ocurren en el mismo tanque. Los procesos biologicos que utilizan reactores

discontinuos de alimentacion secuenciada son procesos que contienen cultivos microbianos
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mixtos en suspension, por lo que se denominan como procesos de lodos activados. Sin
embargo, a diferencia del proceso de lodos activados clasico, el cual esta orientado en
relacion al espacio, el proceso SBR se orienta respecto al tiempo, ya que tanto el flujo de
influente como el volumen del reactor son wvariables, siguiendo una estrategia de

funcionamiento previamente establecida (Buitron, 1993).
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Tabla 2.2. Constantes cinéticas reportadas para la biodegradacion de fenol.

Autores Microoreanismos Sistema Concentraciéon Constantes del modelo de Haldane Y Otras
g (mg/1) Lnax [17'] Ks [mg/1] Ki [mg/1] [gcélulas/gfenol] condiciones
Nuhoglu y Yalcin . 4 h 25+ 1°C
(2005) Lodos activados adaptados Batc 25-1450 0.143 87.45 107.06 0.60
Pseudomonas putida MTCC 30+ 0.3°C
Kumar et al. (2005) 1194 adaptadas Batch 10 — 1000 0.305 36.33 129.79 0.65 pH~7.1
Feitkenhauer et al. Bacillus thermoleovorans Batch
(2001) sp. A2 (terméfila) Fed batch 100500 ! 0.8 -1
Reardon et al. (2000) P. putida F1 Batch <54 0.11+0.01 320+2.4 - 0.80 £ 0.07 30°C
Monteiro et al. (2000) | P. putida DSM 548 Batch 1-100 0.436 6.19 54.1 - péi% g
Wang y Loh (1999) P. putida ATCC 49451 Batch 25800 0.900 6.93 284.3 0.43 - 0.94 30°C
Léonard et al. (1999) | Ralstonia eutropha Batch/ <350 0.410 2 350 0.68
guimiostato
Seker et al. (1997) P. putida Batch 0.5 —400 0.539 18.54 99.37 0.521 25°C
ﬁ‘;g‘;‘)r any Paruchuri | 1 405 activados Batch 60 — 500 0.246 27.4 524 -
Livingston y Chase . . . 30°C
(1989) Cultivo mixto definido Batch 0-500 0.418 2.90 370 0.60£0.12 6.7 < pH < 6.9
D’Adamo et al. (1984) | Lodos activados adaptados Batch 50— 1000 0.131-0.363 5-266 142 - 1199 - 25 +2°C
. . . Batch/ 30°C
Hill y Robinson (1975) | P. putida ATCC 17484 quimiostato 0-700 0.534 0.015 470 0.52 £0.08 6.2 <pH < 6.7
Pawlowsky y Howell Lodos activados no 28 +£0.5°C
(1973) filamentosos Batch 0-900 0.260 254 173.0 0.545-0.616 PH = 6.6
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En su forma mas simple, un sistema SBR esta constituido por un recipiente que se llena con
el agua residual durante un cierto periodo de tiempo el cual posteriormente funciona como
un reactor discontinuo. Después del tratamiento requerido, la suspension se decanta y el
sobrenadante se elimina del recipiente. El ciclo de un sistema SBR se divide en cuatro
periodos o fases: llenado, aireacion o reaccidon, sedimentacidon y extraccion o vaciado
(Figura 2.10). La duracion de cada una de las fases se determina con base en las
caracteristicas del agua residual a tratar y a los requerimientos de depuracion del efluente

(Ramirez, 2005).

1.- Llenado 2.- Aireacion 3.- Sedimentacion 4.- Extraccion
0 Reaccion

Figura 2.10. Etapas de funcionamiento de un reactor SBR.

Ketchum (1996) utilizo un SBR para tratar agua residual municipal, adaptandolo para
maximizar la remocion de materia organica, solidos suspendidos y nitrogeno. Después de
un ciclo de 12 horas la concentracion de DBOs, SST y N amoniacal presentd una
disminucion del 98, 90 y 89%, respectivamente, demostrando su alta eficiencia (Mace y
Mata, 2002).
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2.4.1 Fases de tratamiento en un SBR

2.4.1.1 Llenado
El liquido a tratar es bombeado en forma uniforme para establecer buen contacto entre
los microorganismos y el sustrato existente. Este periodo finaliza cuando se alcanza el
tiempo maximo previsto para el ciclo o bien cuando el tanque estéd lleno. Es recomendable

que el proceso de aireaciéon comience en este periodo.

2.4.1.2 Aireacion o reaccion
En este periodo se producen todas las reacciones metabolicas por las cuales la biomasa
consume la materia organica en presencia de oxigeno. Asimismo, en esta etapa algunos
microorganismos mueren por falta de alimento, lo que ayuda a reducir el volumen de lodo a
sedimentar. La duracion de este periodo determina el porcentaje de eliminacion de DBOs
logrado.
2.4.1.3 Sedimentacion
En esta fase se interrumpe la aireacion, con lo cual se separan los solidos por gravedad,
basicamente como en un proceso normal de lodos activados. En el tratamiento SBR se
elimina la necesidad de transferir los lodos del sedimentador al reactor por recirculacion

como sucederia en un sistema de tratamiento convencional.

2.4.1.4 Extraccion o vaciado
Luego de un tiempo suficiente para producirse una buena separacion entre el lodo
sedimentado y el agua sobrenadante, se activa automaticamente una bomba de extraccion.
Este periodo se caracteriza por la eliminacion del efluente tratado, logrando excluir los
solidos flotantes. La eliminacion del liquido clarificado debe realizarse sin perturbar los

lodos sedimentados.

Durante cualquiera de las fases pueden llevarse a cabo varias funciones, dependiendo de
los objetivos del tratamiento. Por ejemplo, en funcidon de estos objetivos, el llenado puede
ser estatico, con agitacion o aireado. El llenado estatico produce una concentracion de
substrato muy elevada al final de la etapa, mientras que el llenado con agitacion, en

presencia de nitratos, induce la desnitrificacion y la subsecuente reduccion de la demanda
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de oxigeno, asi como las condiciones andxicas o anaerobias necesarias para la remocion
biologica del fosforo (Ketchum, 1996). Por ultimo, el llenado aireado conlleva el inicio de
las reacciones aerobias y una reduccion del tiempo del ciclo y de la concentracion del
substrato, la cual puede ser significativa en el tratamiento de compuestos biodegradables
pero toxicos a altas concentraciones. Igualmente, en un sistema aerobio, la fase de reaccion

puede ser con agitacion o con aireacion.

Los ciclos de funcionamiento de un reactor SBR deben ser lo mas frecuentes posible,
siempre que cada fase se lleve a cabo segun los requerimientos de depuracion (Ruiz et al.,
2000). Sin duda, una duracion de la fase de reaccion basada en el tiempo de degradacion de
la materia organica minimiza el tiempo necesario para completar el ciclo. Sin embargo, si
durante la fase de reaccion no estd previsto un cierto periodo de carencia nutricional y por
consiguiente de respiracion enddgena, la posibilidad de ocurrencia de bulking puede

incrementarse (Chiesa et al., 1985), al igual que el rendimiento de produccion de biomasa.

El modelado y posterior automatizaciéon de un proceso SBR permite encontrar la
estrategia Optima de operacion que cumpla con el doble objetivo de minimizar los tiempos
de llenado y reaccion y de maximizar la eficiencia del proceso. La posibilidad de controlar
la concentracion del contaminante dentro del reactor convierte a los procesos SBR en una
alternativa interesante para el tratamiento de moléculas xenobidticas que, siendo

biodegradables, por su toxicidad pueden impedir que dicha transformacion se lleve a cabo.

En estudios recientes, algunos autores han tratado mezclas de lodos contaminados con
diesel en reactores SBR, optimizando las condiciones de operacion como son la
concentracion de SST, tiempo de retencion, mezclado, etc. La tecnologia de los reactores
SBR también ha sido usada para la degradaciéon de compuestos tdxicos, como en el
tratamiento de aguas residuales que contienen compuestos fenodlicos y BTX (benceno,
tolueno y xileno) o TNT (trinitrotolueno) y RDX (Royal Demolition Explosive, 1,3,5-

trinitro-1,3,5-triazina), nitroglicerina y residuos peligrosos (Mace y Mata, 2002).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

31 Planteamiento del problema

El fenol es un compuesto xenobidtico ampliamente utilizado; debido a esto es un
contaminante comun de aguas residuales de plantas industriales, petroquimicas, de coque,
agroquimicas, de resinas, farmacéuticas, refinerias de petrdleo, entre otras. Ademads, es un
producto natural de la descomposicion de la materia organica. Por muchos afios estas aguas
residuales han sido tratadas en procesos de lodos activados, que son reactores continuos con
recirculacion de biomasa. Sin embargo, el fenol es un sustrato toxico e inhibitorio a partir
de ciertas concentraciones, por lo que un problema bien conocido de tales procesos es el
exceso de carga contaminante, el cual puede comprometer su funcionamiento. Estos efectos
negativos sobre el crecimiento microbiano han sido frecuentemente modelados por

cinéticas de inhibicion por parte del sustrato.

El presente trabajo pretende optimizar el tratamiento bioldgico de fenol en agua, utilizando
para ello una variante del proceso tradicional de lodos activados, el sistema SBR. Se
pretende investigar la cinética de la biodegradacion, plantear un modelo de degradacion y
simular el modelo obtenido. Con ayuda de un modelo es posible seleccionar una estrategia

de operacion del reactor que permita maximizar la velocidad de biodegradacion.

3.2 Justificacion

Los sistemas de tratamiento convencionales de aguas residuales son una herramienta
fundamental utilizada para controlar la contaminacion del agua. A través de ellos se
mejora la calidad de las aguas residuales propiciando la posibilidad de su reuso,
protegiendo el equilibrio ecologico de los cuerpos receptores y la salud publica. Sin
embargo, el problema creado por el acelerado incremento en la contaminacion ambiental en

las grandes ciudades y centros industriales ha llevado a elevar la concentracién de
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sustancias toxicas recalcitrantes, entre estas el fenol, a niveles mayores a los permitidos, lo
que ha hecho que estos sistemas de tratamiento se vuelvan menos eficientes e incluso
obsoletos ante este tipo de contaminantes. Por otra parte, las crecientes demandas sobre la
reutilizacion de aguas industriales y las nuevas reglamentaciones ecoldgicas, hacen
necesario la modificacion de las instalaciones existentes y el desarrollo de procedimientos

eficientes.

Es por esto, que es necesario desarrollar estrategias y procesos de tratamiento mas eficaces,
que puedan adaptarse a sustancias dificiles de biodegradar y que ofrezcan una remocion

completa de los contaminantes sin elevar los costos del proceso.

El presente proyecto plantea la optimizacion mediante el desarrollo de modelos de
degradacion y el uso de reactores de alimentacion secuenciada, para la biodegradacion
aerobia de compuestos dificiles de biodegradar, logrando asi disminuir el impacto generado

por la descarga de aguas residuales sin tratar hacia los cuerpos acuéticos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Aplicar la tecnologia de los reactores discontinuos de alimentacién secuenciada a la

biodegradacion de fenol y optimizar el proceso mediante el modelado y automatizacion del

mismo.

4.2  Objetivos especificos

¢ Instrumentar y automatizar un reactor discontinuo de alimentacion secuenciada para

la biodegradacion de fenol.

¢ Obtener poblaciones microbianas capaces de biodegradar fenol en condiciones

aerobias.

¢ Estudiar la cinética de biodegradacion aerobia del fenol utilizando las poblaciones

microbianas obtenidas.

¢ Desarrollar un modelo cinético que represente los procesos de biodegradacion del

fenol.

¢ Seleccionar y validar una estrategia de operacion automatica del reactor de

alimentacion secuenciada que maximice la velocidad de biodegradacion del fenol.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Inoculos microbianos

Los in6culos microbianos consistieron en muestras de lodos activados provenientes de la
recirculacion al tanque de aireacion de la planta de tratamiento de aguas residuales de San
Juan Ixhuatepec, Edo. De México. Esta planta de tratamiento de aguas residuales se ocupa

de los efluentes domésticos e industriales de la zona.

5.2 Medios de cultivo

5.2.1 Medio de adaptacion

El ensayo SCAS (Semi-Continuous Activated Sludge) especifica un método de adaptacion
de poblaciones microbianas a moléculas xenobidticas, con el objeto de probar su
biodegradabilidad (Ramirez, 2005). El método consiste en la exposicion de una muestra de
lodos activados a la molécula problema y a un efluente doméstico durante 23 horas;
después de este tiempo, se retira el sobrenadante ya tratado para su analisis en términos de
DQO o de la concentracion de la molécula problema (ECB, 1988). Debido al largo tiempo
de duracion de este proceso (hasta de 6 meses) y al contacto continuo con el efluente, que
tiene una funcion dual, como inéculo y como fuente alterna de carbono, éste es un proceso
muy eficiente para la adaptacion microbiana a moléculas dificilmente biodegradables
(Vazquez-Rodriguez y Beltran-Hernandez, 2004). Durante la adaptacion de los lodos
activados al fenol, se utiliz6 agua residual doméstica muestreada del sistema de drenaje de

la UAEH (340 — 400 mg DBOs/1).
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5.2.2 Agua residual sintética contaminada con fenol

La preparacion de agua residual sintética contaminada con fenol se llevo a cabo de acuerdo
al procedimiento descrito por Yoong et al. (2000). En la tabla 5.1 se muestra su
composicion para una concentracion de fenol de 200 mg/l en el agua residual sintética.
Debido a que la mayoria de las veces la concentracién de fenol utilizada es mayor, las
concentraciones de los demds nutrientes deben adecuarse en la misma proporcién para

evitar que el crecimiento microbiano se vea afectado (Ramirez, 2005).

Tabla 5.1. Composicion del agua residual sintética contaminada con fenol.

Concentracion

Compuesto [mg/l]
Fenol 200
K,HPO4 404
KH,PO,4 220
(NH4)2SO4 50
CaCl,-2H,0 1.85
MgSO42H,0 10
MnCl,-4H,0 1.5
FeCl3-6H,0 0.3

5.3 Cultivos de lodos activados

5.3.1 Adaptacion al fenol

Para realizar la adaptacion de lodos activados al fenol, se utilizo el método SCAS (ECB,
1988). A un litro de lodos activados se le adicion6 diariamente 1 litro de agua residual
doméstica sedimentada y un volumen de solucion concentrada de fenol (20 g/l); éste ultimo
se fue incrementando de acuerdo a la adaptacion de los lodos activados. Después de 23
horas de aireacion y 45 minutos de sedimentacion, se elimina 1 litro de sobrenadante. Para

reiniciar el ciclo, se adiciona nuevamente agua residual y solucion de fenol. Para mantener
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estable el proceso de adaptacion al fenol, el contenido de solidos totales en el reactor se
mantuvo entre 4 -5 g /L. Con este método, los lodos lograron degradar concentraciones de

hasta 1.3 g/I.

5.3.2 Cultivos discontinuos en matraces agitados

Para el estudio de la cinética de biodegradacion del fenol se realizaron cultivos
discontinuos a temperatura ambiente, en matraces de vidrio de 1 litro, a diferentes
concentraciones iniciales de sustrato (Sy) y de biomasa adaptada (Xo). El volumen total de
cultivo fue de 600 ml y como medio se utilizé el agua residual sintética contaminada con
fenol (§ 5.2.2). Para garantizar que el aporte de oxigeno y el mezclado fueran los adecuados
se utilizaron difusores de acuario para la introduccion del aire, ademds de una parrilla de
agitacion magnética. Las concentraciones de sustrato y de biomasa se monitorearon
mediante muestreos peridodicos. Cada muestreo consistio en la toma de una alicuota de 10 —
15 ml, la cual se centrifugd a 3000 rpm por 10 minutos y se refriger6 para determinar
posteriormente su concentracion de fenol y de DQO, asi como de otra alicuota de 10 ml

para la determinacion de biomasa como so6lidos suspendidos totales (SST).

5.3.3 Cultivos discontinuos de alimentacion secuenciada (SBR)

Los cultivos discontinuos de alimentacion secuenciada (SBR) se llevaron a cabo en un
reactor de vidrio con capacidad de 2.5 litros (Figura 5.1). El reactor estd provisto de una
chaqueta de vidrio para agua termostatada, agitacion magnética y controles de nivel e
inyeccion de aire comprimido (Figura 5.2). Se utilizaron bombas dos peristélticas
Masterflex, una con velocidad variable para llevar a cabo la alimentaciéon y otra con

velocidad constante para el retiro del efluente (Figuras 5.3 y 5.4).
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Figura 5.2. Sistema de difusion de aire y control de nivel del SBR

Para el inicio del cultivo, se utilizaron lodos activados adaptados a una concentracion de
fenol de 1 g/l. Del reactor de adaptacion se extrajo un volumen de 500 ml de lodos, los
cuales fueron lavados y centrifugados a 5000 rpm en dos ocasiones con medio de Yoong

libre de fenol (§ 5.2.2) para eliminar la materia organica. La biomasa lavada fue

35



resuspendida en 1 litro de medio, el cual constituyé el volumen inicial de los cultivos

discontinuos de alimentacion secuenciada.

() Fistror sciompinse

Figura 5.3. Bomba de precision para la alimentacion del SBR

Figura 5.4. Bomba de extraccion del SBR

Con el objetivo de probar el efecto del patron de alimentacion en la biodegradacion de

fenol, se programo la bomba de entrada para proporcionar una velocidad constante (350
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mi/h) de medio de alimentacion, o bien una velocidad creciente con un patron exponencial
(§ 6.1.4.1). En ambos casos, la concentracion de fenol en el medio de entrada fue de 1 g/l,
el cual se alimentd durante 3 horas. Una vez alcanzado el volumen final (2 1), la
alimentacion fue suspendida y el birreactor se mantuvo en aireacion hasta completar un
ciclo de 24 horas. Este ciclo incluye 45 minutos de sedimentacion, 5 minutos para la
extraccion del efluente y un periodo de 2 minutos entre cada operacion para evitar el
traslape de procesos. Los cultivos se efectuaron a temperatura ambiente, con velocidades de
agitacién y de aireacion de 300 rpm y 3 I/min., respectivamente. Durante el proceso, se
extrajeron muestras para la determinacion de la concentracion de biomasa y de fenol (§
5.5.1 y 5.5.2.1, respectivamente). La tarjeta de adquisicion de datos y el software se

encuentran instalados en una computadora personal, como muestra la Figura 5.5.

M [ [

-Tarjeta de control
.- Vdlvula electronica de flujo de aire

.- Tanque de alimentacion

-Bomba de llenado

- Sistema de agitacion

.- Controlador de nivel de vaciado

- Puerto de muestreo

- Bomba de extraccion

.- Computadora de adquisicion de datos

[N S O R

Figura 5.5 Esquema del reactor SBR
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5.4 Instrumentacion y adquisicion de datos en el reactor SBR

El funcionamiento de las bombas y la adquisicion de datos se llevaron a cabo mediante una
tarjeta National Instruments N16024-E que cuenta con salidas analogicas (control de bomba
de llenado) y digitales (encargadas de controlar la valvula de aire, la parrilla de agitacion y
la bomba de extraccion), la cual era utilizada mediante una aplicacién desarrollada con el
software LabView 7 (Laboratory Virtual Instrument Engineering Workbench; National
Instruments, E. U. A.) por alumnos del Centro de Investigacion en Tecnologias de la
Informacion y Sistemas (CITIS-UAEH). La interfaz grafica o panel de control (Figura 5.6)
permite programar el inicio y la duracidon de las diferentes etapas de los ciclos del SBR,
simplemente programando la hora de encendido y apagado de cada dispositivo. Asi mismo,
cuenta con un control manual, para que la accion de los dispositivos pueda ser modificada

en cualquier momento.

La tarjeta de adquisicion de datos esta provista de una salida de voltaje analdgica, con la
que es posible controlar la bomba de llenado. El voltaje depende de una ecuacion que
genera un perfil de llenado, es decir, que el flujo de entrada de la bomba depende del perfil

calculado. El panel de control permite visualizar la grafica con el perfil de llenado

programado.
BOTON DE TNICTD SALIDA DIGITAL ESTADD contheL MANUAL
=5T4 CONTROLMANUALT |
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m 10155 2.m. 10100 am. [: € (]
10:55 a.m. 10:00 a.m. ; C:) C:)
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Figura 5.6. Panel de control del reactor SBR
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55 Métodos analiticos

5.5.1 Determinacion de la concentracion de biomasa

La concentraciéon de biomasa se determind gravimétricamente mediante la técnica de
solidos suspendidos totales (SST) en capsulas de porcelana mantenidas a peso constante.
Para la determinacion, se evapora un volumen conocido de muestra (aproximadamente 10
ml) a 105°C durante 12 horas, tras las cuales se deja enfriar la capsula en un desecador y se
pesa. El método tiene un limite de deteccion de 0.284 g SST/1 y un coeficiente de variacion

de 2.676%.

5.5.2. Determinacion de la concentracion de fenol

5.5.2.1 Meétodo colorimétrico de la 4-aminoantipirina

El método utilizado es el descrito por Woolard e Irvine (1995). A 2 ml de muestra
centrifugada, se adicionan 0.2 ml de solucion de K;Fe (CN)g al 5% (m/v) en glicina 0.1 M.
Se agita y se deja reaccionar por 5 minutos. Al cabo de este tiempo, se agregan 2 ml de
solucion de 4-aminoantipirina al 0.25% (m/v) disuelta en solucion tampdén de glicina
(preparada por disolucion de 5.58 g de hidrocloruro de glicina y de 3.75 g de glicina en
0.91 1 de agua destilada, ajustando el pH a 9.7 con una solucion de NaOH 6N para un
volumen final de 1 1). La mezcla se agita y se deja reaccionar durante 20 minutos. La
absorbancia a 506 nm se mide en un lapso no mayor a 30 minutos, ya que una lectura
posterior a este tiempo provoca una disminucion en la respuesta del analisis. La
concentracion de fenol de la muestra se obtiene por comparacion con una curva de
calibracion (0-25 mg/l). El método tiene un limite de deteccion de 0.0726 mg/l y un

coeficiente de variacion promedio de 1.06%.
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5.5.2.2 Método espectrofotométrico UV

Este método se utilizd como un ensayo rapido para la cuantificacion de fenol durante el
desarrollo de cinéticas de biodegradacion. Como primer paso, se realizaron dos barridos de
longitud de onda (200-600 nm) con soluciones de distintas concentraciones de fenol (50 y
100 mg/l), para identificar la longitud de onda a la cual la absorbancia es maxima. Dicho
valor correspondi6 a 267 y 269 nm (Figura 5.7), respectivamente. Algunos datos arrojados
por la bibliografia consultada muestran que la longitud de 269 nm es la mas utilizada
(Woolard e Irving, 1995; Kumar et al., 2005), por lo cual se decidié adoptarla como la de

trabajo.

Absorbancia

200 300 400 500 600

Longitud de onda (nm)

—&— Fenol [50mg/1]
—#— Fenol [100 mg/1]

Figura 5.7 Barridos de longitud de onda para la determinacion de la concentracion de fenol

por espectrofotometria

Para la realizacion de los analisis, se utilizaron 2.5 ml de muestra centrifugada a 3000 rpm
durante 10 minutos, a la cual se le midid la absorbancia utilizando un espectrofotémetro
Lambda 40 UV-Vis (Perkin Elmer, E.U.A.). Las concentraciones de fenol se calcularon por
comparacion de una curva de calibracion que relaciona la absorbancia de los patrones con
su contenido de fenol (Figura 5.8). Se utiliz6 una curva de calibracion para concentraciones
inferiores a 200 mg/l. En cuanto a las muestras que excedian dicha concentracion, éstas
eran diluidas y posteriormente analizadas, puesto que a concentraciones mayores o iguales

a 200 mg/l la absorbancia resultante era mayor a 2, valor que no es aceptado.
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Figura 5.8. Curva de calibracion para el analisis espectofotométrico de UV de fenol

5.5.3 Determinacion de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

Para la determinacion de la demanda quimica de oxigeno (DQO) se utiliz6 la técnica de la
EPA 5220 D (APHA, 1989). Se utilizaron tubos de vidrio (16x100 mm) con tapén de
teflon, a los cuales se agregaron 2.5 ml de muestra, 1.5 ml de solucion digestora (10.216 g
de K,Cr,07, 33.3 g de HgSO4 y 167 ml de H,SO4/1) y 3.5 ml de solucion de acido sulftrico
(10.142 g de Ag>SO4/1 de HySO4). Una vez preparadas las muestras, se digieren dentro de
un bloque de calentamiento (COD Reactor 45600, Hach Co., E.U.A.) a 150°C durante 2
horas. Posteriormente se dejan enfriar las muestras a temperatura ambiente y se lee la
absorbancia a 600 nm. Los valores de DQO se obtienen a partir de una curva de calibracion

realizada con biftalato de potasio (0-600 mg/l, equivalentes a 0-705 mgDQO/1).

5.5.4 Determinacion de la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs)

Para esta medicion se utilizo el sistema OxiTop (WTW Measurements Systems, Alemania),
el cual registra la DBOs de modo automatico durante 5 dias. Dicho sistema utiliza botellas
cerradas en las que la despresurizacion provocada por el consumo de oxigeno relacionado a
la biodegradacion de la materia organica es registrada por sensores electronicos
piezoresistivos. En funcion de su carga organica, se coloca un volumen determinado de

agua residual en la botella (22.7-432 ml) y aliltiourea para inhibir la nitrificacion. Los
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valores de DBOs (0-4000 mg/1) se obtienen al multiplicar las lecturas diarias por un factor
que depende del volumen del ensayo (Ramirez, 2005).

5.6  Métodos computacionales

Con el fin de explicar los mecanismos de degradacion y crecimiento microbiano, asi como
estudiar el posible efecto de diferentes estrategias de operacion del sistema SBR, es
necesario desarrollar un modelo analitico del proceso. Este modelo se realiza tipicamente
mediante un sistema de ecuaciones diferenciales no lineales, que representan el balance de
masa del proceso biotecnoldgico. La simulacion de este modelo se realiza a través de un
método de integracion numérica. Para este trabajo se seleccion6 el método de integracion
Runge-Kutta de cuarto y quinto orden, con paso variable de integracion. La simulacion del
proceso se realizd en el entorno de programacion matematica MatLab 6.5.0 release 13 (The

MathWorks Inc., E.U.A.).

Los modelos que representan la cinética del proceso cuentan con una gran cantidad de
parametros, los cuales deben ser ajustados, dentro de ciertos rangos, para que los resultados
de la simulacion del modelo se asemejen a los resultados experimentales. S6lo de esta
forma se puede afirmar que el modelo es una explicacion del proceso real. Para encontrar
los valores de los parametros del modelo se utilizaron técnicas de optimizacion. El
problema de optimizacion consiste en seleccionar los valores de algunas variables de
manera que se maximice o minimice una funcidon dada, que puede estar o no sujeta a un
conjunto de restricciones de igualdad y/o desigualdad. En el caso del modelado, la funcion
a minimizar es el error cuadrado medio entre los datos experimentales y los obtenidos por

el modelo en simulacion.

Una manera de resolver este tipo de problemas es mediante los métodos de busqueda
directa, o de orden cero, que requieren conocer los valores de la funcion objetivo pero no de
las derivadas de la funcidn para poder encontrar el punto éptimo. Uno de los métodos mas
usuales es el método de Hooke y Jeeves (1961). En este método se modifican uno a uno los

parametros del sistema para minimizar la funcion objetivo.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1  Biodegradacion aerobia del fenol

6.1.1 Adaptacion de lodos activados al fenol

La adaptacion de los lodos al fenol se llevo a cabo mediante la metodologia SCAS (§ 5.2.1;
ECB, 1988). Una vez que el cultivo microbiano presentd una sedimentabilidad adecuada a
partir de agua residual doméstica, se comenzo la exposicion al fenol con una concentracion
inicial de carbono organico disuelto de 20 mg/l, equivalente a 26 mg/l de fenol. Cuando el
sobrenadante en el reactor fue claro, es decir, cuando la lisis celular y muerte fue poca o
nula en el reactor, se fue incrementando gradualmente la concentracion de sustrato hasta

alcanzarse una eliminacion de 200 mg/1 de fenol al cabo de 45 dias.

Para conocer la capacidad de biodegradacion de estas poblaciones adaptadas, se estudié la
cinética de degradacion de fenol a una concentracion de 50 mg/l y a la concentracion de
adaptacion (200 mg/l). En 24 horas los lodos activados lograron degradar s6lo la menor
concentracion de fenol (50 mg/l), razén por la cual se continué la adaptacion aumentando
muy lentamente la concentracion de fenol afiadida. Finalmente, al cabo de tres meses mas,
se obtuvieron poblaciones microbianas capaces de eliminar diariamente 700 mg/l de fenol,
las cuales fueron utilizadas para el estudio cinético de la biodegradacion de la molécula de

fenol en cultivos discontinuos (§ 6.1.2).

Debido a la contaminacion presente en el sistema de aire comprimido, este cultivo de lodos
activados fue desechado por la alta lisis celular que presentaba, ocasionando que se
reiniciara el proceso de adaptacion con un cultivo nuevo. El tiempo de adaptacion de la
segunda poblacion fue mas rapido y mas eficiente, pues se logré degradar una
concentracion mayor de fenol (1 g/l) después de 6 semanas de adaptacion. Esta biomasa fue

utilizada para los cultivos discontinuos de alimentacion secuenciada (§ 6.1.4).
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6.1.2 Estudio cinético de la biodegradacion de fenol

Una vez adaptados los cultivos microbianos (700 mg/l de fenol), se realizaron cuatro
experimentos discontinuos a diferentes concentraciones iniciales de fenol (0.18 — 0.80 g/1) y
de biomasa adaptada (0.74—-1.74 g SST/l), como fue descrito en la seccion 5.3.2. Esto
equivale a las siguientes relaciones sustrato-biomasa (So/Xp): 0.1, 0.52, 0.79 y 1 g fenol/g
SST. El consumo de fenol se monitored durante 15 horas y fueron calculados los
porcentajes de biodegradacion con respecto a la concentracion inicial de fenol. Los

resultados de las cinéticas obtenidas se presentan en la figura 6.1.

Se puede observar como la relacion S¢/Xo tuvo un efecto sobre la velocidad de
biodegradacion del fenol. El cultivo que consumié primero el fenol introducido,
aproximadamente después de 3 horas, fue el de menor relacion So/Xy (1 g fenol/g SST),
mientras que el ensayo con la mayor relacion (1 g fenol/g SST) necesité 9 horas
aproximadamente para degradar completamente el fenol. Debido a que la biomasa fue
adaptada a una concentracion de fenol de 0.7 g/l y a que las relaciones S¢/X, empleadas
fueron reducidas (Chudoba et al., 1992), no se observaron fases de latencia en ninguno de

los cultivos.

100 1 e _e—-9o O,0 o =n
v

% de biodegradacion
3

Tiempo [h]

Figura 6.1. Biodegradacion de fenol a diferentes relaciones So/Xo [g fenol/g SST]:
(@) 0.10; (Q) 0.52; (m) 0.79; (3) 1.00
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En varias de las cinéticas realizadas se observo un crecimiento de la biomasa aun cuando el
sustrato habia sido agotado; en la figura 6.2 se presenta el crecimiento de la biomasa y el
decremento del fenol correspondientes al cultivo para el cual este hecho fue mas notorio.
Un crecimiento de este tipo va contra todo lo propuesto por los modelos de Monod y de
Haldane-Andrews tradicionales, para los cuales la biomasa no deberia crecer en ausencia

del sustrato, i.e. u =0 cuando S =0.

En estudios realizados con bacterias del género Pseudomonas putida F1, Reardon et al.
(2000) observaron crecimiento de la biomasa 10 horas después que el fenol fue eliminado
totalmente del medio de cultivo. Dichos autores atribuyeron lo anterior a un intermediario
metabolico producido en el momento que dio inicio la degradacion de fenol; cuando se
comenzO a consumir este intermediario existi0 un crecimiento residual de los

microorganismos incluso luego de que el fenol hubiera sido consumido totalmente.

Las expresiones estequiométricas y cinéticas mas usuales consideran que la degradacion del
sustrato original procede en un solo paso, ya sea hasta su mineralizacion o bien hasta la
formacion de productos recalcitrantes. Sin embargo, la formacion y posterior degradacion
de metabolitos intermediarios también es comun. En muchos casos, los intermediarios son
rapidamente mineralizados por las mismas poblaciones microbianas, por lo que no es
necesario considerarlos en el modelo estequiométrico o cinético. Sin embargo, la
acumulacion de intermediarios biodegradables puede ser significativa cuando las distintas
etapas de la biodegradacion suceden a velocidades diferentes o requieren la participacion de
otros microorganismos. Aunque en ultimo término los intermediarios sean mineralizados a
CO,, NH," y H,0, se convierten en recepticulos importantes de carbono y electrones en
cuanto la velocidad de una etapa de la biodegradacion se ralentiza. De este modo, la
pérdida del sustrato original no conduce a los productos esperados en una mineralizacion
completa, por lo que se modifican profundamente la cinética y la estequiometria del

proceso (VanBriesen y Ritmann, 2000).
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Figura 6.2. Cinética de crecimiento y de consumo de sustrato
por parte de lodos activados adaptados (So/Xo = 0.79 g/g)

(@) fenol y (o) biomasa

En los experimentos aqui reportados, la adaptacion al fenol fue llevada a cabo en presencia
de agua residual doméstica, con la finalidad de mantener una elevada diversidad
microbiana. En poblaciones de este tipo ocurren interacciones simbidticas complejas, las
cuales pueden clasificarse como interacciones negativas (competencia y amensalismo),
positivas (comensalismo, sinergismo y mutualismo) o positivas para una poblacién pero
negativas para la otra (parasitismo y depredacion segun Atlas y Bartha, 2002). Las
interacciones negativas entre poblaciones fungen como mecanismos de control que limitan
la densidad de las poblaciones, mientras que las positivas aumentan la capacidad de
sobrevivencia de algunas poblaciones en un hébitat determinado. En la Tabla 6.1 se resume

esta clasificacion.

En una relacion de tipo comensal, una poblacioén obtiene un beneficio en tanto que la otra
no resulta perjudicada. Se trata de una relacidon unidireccional, en la que la poblacion
receptora puede necesitar el beneficio obtenido de la poblacion no afectada, pero que
también podria recibir dicho beneficio de otras poblaciones con capacidades metabolicas

parecidas (Atlas y Bartha, 2002).
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Tabla 6.1. Tipos de interacciones entre poblaciones microbianas (Atlas y Bartha, 2002)

Nombre de la interaccion

Efecto de la interaccion

Poblacion A | Poblacion B

Neutralismo No existe No existe
Comensalismo No existe +
Sinergismo + +
(protocooperacion)

Mutualismo (simbiosis) + +
Competencia - -
Amensalismo No existe o + -
Depredacion + -
Parasitismo + -

El comensalismo puede tener lugar mediante diversos mecanismos, uno de los cuales es la
conversion de moléculas organicas, por parte de una poblaciéon microbiana, en sustratos
para otra poblacion. Un ejemplo de este tipo de mecanismo lo constituyen algunos hongos
productores de exoenzimas capaces de convertir polimeros complejos, como la celulosa, en
compuestos facilmente asimilables, como la glucosa. Estos azlicares simples pueden ser
utilizados por otros microorganismos que no posean las enzimas necesarias para usar las
moléculas complejas; asi, mientras los hongos no se ven afectados por la segunda poblacion

microbiana, esta ultima si se beneficia de la accion de la primera.

De esta manera, el crecimiento residual de los lodos activados posterior al consumo de
fenol podria explicarse por una cepa predominante que crece en modo semejante al de P.
putida F1 (Reardon et al., 2000), o bien por dos poblaciones que establecen una relacion
comensal. En este ultimo escenario, el fenol actia como la fuente de carbono y de energia
de la primera poblacion, la cual la transformaria en un metabolito intermediario. El caracter
inhibitorio de este metabolito impediria su mineralizacién inmediata a CO, y H,O, por lo
que el crecimiento de la segunda poblacion a partir de dicho metabolito se produce diferido
en el tiempo. Ambas poblaciones, al ser consideradas conjuntamente, mostrarian el mismo

comportamiento que el seiialado para P. putida F1.
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6.1.3 Modelado de la biodegradacion de fenol

La contradiccion entre los datos experimentales y lo establecido por el modelo
convencional de Haldane-Andrews, para el cual el crecimiento es nulo una vez que el
sustrato ha sido consumido, puede deberse a que dicho modelo no considera el efecto de la
produccidon de metabolitos intermediarios inhibitorios, su eventual acumulacion y consumo

durante la biodegradacion del fenol.

Diversos estudios (Morsen y Rehm, 1990; Léonard et al., 1999; Wang y Loh, 1999) han
reportado que la ruptura de fenol por la via meta frecuentemente es acompanada de la
acumulacion de un metabolito, el semialdehido 4cido 2-hidroximucénico (2-hmas). Esta
acumulacion se ha correlacionado con la cantidad de fenol consumido y con la aparicion de
un color que va desde el amarillento hasta el marrén oscuro en el medio de cultivo (Mdrsen
y Rehm, 1990). De hecho, la concentracion del 2-hmas ha sido estimada mediante una
correlacion lineal con la intensidad de esta coloracion medida espectrofométricamente,
permitiendo el control de la actividad metabolica de Ralstonia eutropha durante la
biodegradacion de fenol en un proceso de alimentacion discontinuo (Léonard et al., 1999).

No obstante, en ninguno de estos trabajos se ha identificado especificamente al 2-hmas.

Wang y Loh (1999) y Nuhoglu y Yalcin (2005) han propuesto modelos modificados a partir
de la ecuacion de Haldane-Andrews que consideran el efecto inhibitorio de la produccion y
acumulacion de metabolitos tales como el 2-hmas. Dado que se ha encontrado que la
concentracion de los metabolitos intermediarios es proporcional a la cantidad inicial de
fenol (Sp) o a la cantidad de fenol degradado (So — S), estos modelos se basan en la
integracion directa de tales términos en la expresion de la velocidad especifica de
crecimiento (Ecuacion 2.10). Asi, para Wang y Loh (1999) y Nuhoglu y Yalcin (2005) la

expresion de Haldane-Andrews toma la forma de las ecuaciones 6.1 y 6.2, respectivamente.
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Considerando el efecto de la acumulacion de los intermediarios metabolicos, Wang y Loh
(1999) describieron adecuadamente la biodegradacion de fenol por parte de P. putida en un
amplio rango de concentraciones iniciales de fenol (25 — 800 mg/1). El éxito de su modelo
es notable para las concentraciones mas elevadas de fenol, las cuales no son modeladas
adecuadamente segin la ecuaciéon de Haldane-Andrews. De igual manera, Nuhoglu y
Yalcin (2005) obtuvieron un buen ajuste de su modelo a la degradacion de fenol en un
rango todavia mayor de concentraciones iniciales (25 — 1450 mg/l) utilizando lodos
activados adaptados. No obstante, ninguno de los modelos descritos considera el

crecimiento de la biomasa.

En vista de que los resultados de los experimentos discontinuos descritos en la seccion
6.1.2 sugieren la produccion de metabolitos intermediarios, en este trabajo se propone un
nuevo modelo matematico que explicitamente toma en cuenta el efecto de tales
metabolitos, tanto en el crecimiento de la biomasa como en la biodegradacion de fenol. Con
este objetivo, se ha asumido que la biodegradacion de fenol es un proceso que sucede en
dos etapas consecutivas. En la primera etapa, el fenol (S,) es degradado por la biomasa (X),
la cual crece y produce uno o varios intermediarios metabolicos (S;), asi como eventuales
productos desconocidos (P;; Ecuacion 6.3). Durante esta etapa la biodegradacion de fenol

es inhibida por éste, como se ha descrito anteriormente (§ 2.3.2).
En la segunda etapa, los posibles intermediarios son mineralizados por la poblacion

microbiana a través de una reaccion que genera energia para su crecimiento (Ecuacion 6.4).

Asi, la asimilacion de estos intermediarios explica el crecimiento residual de la biomasa
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observado cuando el fenol ya se ha agotado del medio. Las siguientes reacciones

representan el proceso descrito.

S, > X+S,+P, (6.3)
S, > X +P, (6.4)

Donde S; es la concentracion de fenol; X es la concentracion de biomasa; S, es la
concentracion de los posibles intermediarios metabolicos principales y P; y P, son
productos desconocidos de la biodegradacion, o bien intermediarios de menor importancia

que no interfieren en dicho proceso.

El modelo dinamico propuesto para la biodegradacion de fenol en un sistema discontinuo

esta constituido por las siguientes ecuaciones:

(Z)t( = 11X —30 X (6.5)
‘ftl:—qu +(\3/°(sl° -S)) (6.6)
djtz =V, X =g, X —(\9/052 (6.7)

‘L\t’:QO _Q, (6.8)

Donde u es la velocidad especifica de crecimiento de la biomasa, Qs; y Qsz son las
velocidades especificas de consumo de fenol y de los posibles intermediarios metabdlicos,
respectivamente, y s es la velocidad especifica de produccion de los intermediarios. Este

conjunto de ecuaciones puede adaptarse en funcion del modo de cultivo empleado. Asi, en
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un quimiostato, el flujo de alimentacion de la entrada (Qo) es igual al de salida (Qs); en un
cultivo en modo batch Qp= Qs= 0y en un cultivo de alimentacion discontinua Qs= 0.

El modelo considera que la biomasa crece sobre el fenol y los intermediarios metabdlicos a
las velocidades (4 y 1, respectivamente, por lo que su velocidad especifica de crecimiento

total, 1, se modela de la siguiente manera:

M=y + (6.9)

El fenol se considera como un sustrato inhibitorio, debido a lo cual z4 se modela segin la
expresion de Haldane-Andrews (Ecuacion 6.10), mientras que para g se utiliza una
ecuacion de Monod (6.11). Ambas expresiones se han modificado con un factor, con el
objeto de representar el efecto de la produccion de los intermediarios sobre la degradacion
de fenol (Ecuacion 6.10) y el efecto de la concentracion de fenol sobre la produccion de los

intermediarios (Ecuacion 6.11).

S, K,

_ : 6.10

i = Hmax Ko, +S,+(S2/K;)) K, +S, (6.10)
S, K,

- : 6.11

/u2 /umaxz l<s2 +82 Kl +Sl ( )

Las velocidades especificas de crecimiento () se relacionaron con las de consumo de

sustrato ((s) de la siguiente manera:

ds, =1 (6.12)
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Os. =~ (6.13)

La velocidad especifica de produccion de los metabolitos intermediarios se correlacion6 de
modo lineal a la velocidad especifica de crecimiento de la biomasa sobre fenol mediante la

constanteq, como se muestra en la Ecuacion 6.14.

Vsy = Ol (6.14)

Existen varias maneras de estimar los valores de los pardmetros utilizados en el modelo. Un
modelo puede ajustarse mediante métodos numéricos, tales como los de minimos cuadrados
o los de regresion no lineal, o mediante métodos heuristicos. En este trabajo los diez
parametros cinéticos utilizados se estimaron por medio del método de busqueda directa de
Hooke y Jeeves (1961), el cual es muy utilizado para modelos con un nimero elevado de
variables y parametros. Los valores de los pardmetros cinéticos se encuentran listados en la

tabla 6.2.

Tabla 6.2. Parametros cinéticos calculados por el método de Hooke y Jeeves (1961)

Parametro |Valor |Unidades
Lmax ] 0.39 h!
Ks1 0.03 g/l
Ky 0.17 g/l
K, 0.16 g/l
\ 0.57 g/g
Linax2 0.028 h!
Ks 0.35 g/l
Ky - g/l
Y, 0.67 g/g
a 1.6 g/g
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Debido a la naturaleza novedosa de este modelo, no es posible comparar estos valores con
los que han sido reportados en la literatura (Tabla 2.2). Sin embargo, puede observarse que
los parametros analogos son del mismo orden de magnitud. Los parametros de la Tabla 6.2
se utilizaron para simular las ecuaciones 6.5 — 6.8, mediante un algoritmo Runge-Kutta de
cuarto orden para la integracion numérica de las ecuaciones diferenciales ordinarias con el

paquete matematico MatLab 6.5.0 release 13 (The MathWorks Inc., E.U.A.).

En las figuras 6.3 — 6.6 se muestra la evolucion de los datos experimentales y de los
obtenidos por simulacién del modelo, correspondientes a las relaciones sustrato-biomasa
medidas en los cuatro experimentos discontinuos (§ 6.1.2). Asi mismo, se muestra la

concentracion de los posibles metabolitos intermediarios calculada por el modelo.

Las figuras muestran que el modelo en dos etapas que aqui se propone describe
adecuadamente los datos experimentales de los cultivos que se desarrollan a relaciones
So/Xo mas elevadas (0.52 — 1 g fenol/g SST). Para el cultivo con menor relacion So/Xo (0.1
g fenol/g SST) se observd una biodegradacion menos rapida de lo que predice el modelo,

mientras que el ajuste de la biomasa es semejante al observado en el resto de los cultivos.
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0124
L5
0.08 |
1.0

0.04 ¢ ° 0.5

Concentracion de sustrato [g/1]
Concentracion de biomasa [gSST/1]

0.00

T * * T ) 0.0 . . . . )
0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15

Tiempo [h] Tiempo [h]

Figura 6.3. Concentraciones medidas de fenol (®) y de biomasa (Q). Los resultados de
simulacion se representan por lineas continuas (So/Xo = 0.10 g/g). La linea discontinua (-)
representa el comportamiento de los intermediarios metabolicos (S;) calculado por el

modelo.
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En los experimentos llevados a cabo a las relaciones S¢o/X, mas elevadas (Figuras 6.4 —
6.6), se observa mayormente marcado el crecimiento de la biomasa posterior al consumo
total de fenol, lo cual puede atribuirse a una mayor acumulacién de los metabolitos
intermediarios de la biodegradacion. Esta observacion confirma que la cinética de
biodegradacion de fenol es controlada por la velocidad de produccion de tales metabolitos,
lo que a su vez fortalece la eleccion de un modelo basado en el esquema de reaccion dado

por las ecuaciones 6.3 y 6.4.

Por otra parte, aunque los datos de simulacion de los metabolitos intermediarios no
pudieron ser verificados experimentalmente, los niveles que alcanzan segin el modelo son
consistentes con la literatura. En efecto, Chudoba (1985) establece que la produccion de
metabolitos aumenta conforme se incrementa la relacion S¢/Xo. No obstante, la ausencia de
mediciones directas de las concentraciones de dichos intermediarios metabodlicos no

permite conclusiones mas realistas a este respecto.
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Figura 6.4. Concentraciones medidas de fenol (e) y de biomasa (©). Los resultados de
simulacion se representan por lineas continuas (S¢/Xo = 0.52 g/g). La linea discontinua (-)
representa el comportamiento de los intermediarios metabolicos (S;) calculado por el

modelo.
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Figura 6.5. Concentraciones medidas de fenol (e) y de biomasa (0). Los resultados de
simulacion se representan por lineas continuas (So/Xo = 0.79 g/g). La linea discontinua (-)

representa el comportamiento de los intermediarios metabolicos (S;) calculado por el

modelo.
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Figura 6.6. Concentraciones medidas de fenol (e) y de biomasa (). Los resultados de
simulacion se representan por lineas continuas (So/Xo = 1.0 g/g). La linea discontinua (-)
representa el comportamiento de los intermediarios metabolicos (S;) calculado por el

modelo.
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Los perfiles simulados correspondientes a los metabolitos intermediarios muestran que su
degradacion es mas lenta que la del fenol. Lo anterior es consecuencia de haber constatado
un crecimiento microbiano mas lento en la segunda etapa del proceso, lo que se tradujo en
una menor afinidad de los lodos activados por el metabolito intermediario que por el fenol
(Ks2 >> Kgi). Wang y Loh (1999) modelan este mismo hecho considerando que los
metabolitos ejercen un efecto inhibitorio mayor que el fenol e incorporan una doble

inhibicion por el sustrato en su modelo.

6.1.4 Biodegradacion de fenol en un reactor discontinuo de alimentacion

secuenciada

Los cultivos discontinuos de alimentacién secuenciada se efectuaron segun el
procedimiento descrito en la seccion 5.3.3, con lodos activados adaptados a una
concentracion de fenol de 1 g/l. Con estos experimentos se pretendio alcanzar los siguientes

objetivos:

4+ Validar el modelo de biodegradacion obtenido.
+ Identificar un patrén de alimentacion que permitiera una velocidad de degradacion

maxima.

Para ello, se llevaron a cabo dos experimentos. En el primero (SBR-1), se busco forzar a los
microorganismos a biodegradar el fenol en condiciones inhibitorias, cercanas a la velocidad
maxima de biodegradacion, mientras que en el segundo experimento (SBR-2) se mantuvo

la biomasa en condiciones de limitacion por el sustrato.

Los parametros del modelo debieron ajustarse de nuevo debido a que los microorganismos
con los que se llevaron a cabo estos experimentos fueron distintos a los utilizados en los
cultivos discontinuos, como ya se explicd en la seccion 6.1.1. Para el ajuste, se obtuvo un
cultivo discontinuo en el reactor SBR, cuyos resultados se muestran en la Figura 6.7. En
dicha figura también se presentan los datos que se obtienen por simulacién del modelo

utilizando los nuevos parametros cinéticos.
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Figura 6.7. Concentraciones medidas de fenol (e) y de biomasa (). Los resultados de
simulacion se representan por lineas continuas (So/Xo = 0.10 g/g). La linea discontinua (-)
representa el comportamiento de los intermediarios metabdlicos (S;) calculado por el

modelo.

El ajuste de los parametros del modelo se realizdé mediante el método de Hooke y Jeeves
(1961). Los nuevos parametros del modelo se presentan en la tabla 6.3. Una de las
diferencias que existen entre ambos conjuntos de parametros reside en que se incorpora al
modelo la constante K3, que designa una inhibicion de la degradacion del sustrato S, debida
al fenol (S;). En ambos modelos se considera una inhibicion de la degradacion del fenol

ejercida por los intermediarios metabdlicos, representada por la constante Ko.
En la figura 6.7 puede observarse que con este juego de parametros se describe mejor el

cultivo discontinuo a una relacion S¢/X, reducida. Sin embargo, el ajuste del modelo es

menor en lo que respecta a la biomasa.
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Tabla 6.3. Parametros cinéticos calculados por el método

de Hooke y Jeeves (1961)
Parametro | Valor | Unidades
T 0.40 h'
Ks1 0.002 g/l
Ki1 0.017 g/l
Ks 0.091 g/l

Y1 0.67 g/g
Mimax2 0.3 h'
Ks2 0.075 g/l
K1 0.066 g/l
Ya 0.75 g/g

a 6.7 g/g

6.1.4.1 Biodegradacion en condiciones inhibitorias (SBR-1)

Para llevar a cabo este experimento, fue necesario identificar la concentracion de fenol a la
cual la velocidad de crecimiento microbiano es maxima (40 mg/l). A esta concentracion es
posible degradar el sustrato a maxima velocidad. No obstante, dadas las caracteristicas
dinamicas de un cultivo alimentado, también es posible situarse en condiciones de

inhibicion por el sustrato si la concentracion de éste es ligeramente superior (Figura 2.8).

El modelo permiti6 predecir que luego de anadir fenol a una concentracion aproximada de
125 mg/l, los lodos activados (5g SST/l) podian degradarlo hasta que alcanzara la
concentracion adecuada luego de transcurridos 23 minutos. Una vez que lo anterior se puso
en practica con 1 litro de cultivo como volumen inicial, se arranc6 la bomba de
alimentacion. Esta bomba fue programada para que aumentara la velocidad de flujo
siguiendo un patréon exponencial durante las siguientes 3 horas. La funcién que siguio la

velocidad de flujo es la que se muestra en la Ecuacion 6.15.
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Donde t; = 0.383 h, Qo =335 ml/h y a=0.0617. La funcién de llenado esté representada en
la figura 6.8.
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Figura 6.8. Perfil de la velocidad de alimentacion del experimento SBR-1

Luego de analizar los niveles de fenol en el reactor durante el periodo de alimentacion
(Figura 6.9), se confirma que el cultivo se encuentra inhibido, tanto por la concentracion de
este compuesto como por la de los metabolitos intermediarios. Como muestra la figura, los
microorganismos se encuentran inhibidos desde que inicia la entrada del influente, ya que
existe una cantidad de fenol que no se alcanza a biodegradar y que por lo tanto se acumula
a través de todo el periodo de alimentacion. Esta cantidad de fenol no biodegradado

disminuye la eficiencia del proceso.
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Figura 6.9. Cantidad de fenol alimentado (—) y consumido (m) en el experimento SBR-1

Luego de haber concluido la alimentacion del reactor se observa un decaimiento en la
velocidad de degradacion de fenol, que se mantiene aproximadamente durante dos horas
mas. Durante este periodo, no obstante, la concentracion de fenol disminuye en el reactor
(Figura 6.10), hasta casi alcanzar 130 mg/I luego de 3.5 horas de que cesara la alimentacion

de fenol.
Los datos experimentales y los obtenidos por simulacion correspondientes a la

concentracion de fenol (S;), de los intermediarios metabdlicos (S;) y de la biomasa (X)

durante el experimento SBR-1 se muestran en la Figura 6.10.
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Figura 6.10. Concentraciones medidas de fenol (e) y de biomasa (o) durante el
experimento SBR-1. Los resultados de simulacion se representan por lineas continuas. La
linea discontinua (-) representa el comportamiento de los intermediarios metabolicos (S;)

calculado por el modelo.

La figura anterior muestra el adecuado del modelo con los datos obtenidos durante la
operacion dindmica del reactor. Cabe mencionar que la mayor parte de los modelos de
biodegradacion de fenol que se reportan en la bibliografia se obtuvieron a partir de cultivos
discontinuos, los cuales no son muy sensibles a las variaciones de los parametros cinéticos

ni a la naturaleza del modelo (Garcia-Sanchez et al., 1998).
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Si se considera una duracién de la alimentacion de 5 horas, que permita una duracion total
del ciclo SBR de 6 horas, se tiene una velocidad de consumo de fenol de 3.17 kg
fenol/m’-d, la cual es semejante a la reportada por Yoong et al. (2000; 3.12 kg fenol/m™-d).
No obstante, se tendria una concentracion de fenol en el efluente de aproximadamente 250

mg/l, lo que impide considerar esta alternativa como ambientalmente aceptable (§ 2.1.5).
6.1.4.2 Biodegradacion en condiciones limitantes (SBR-2)

A partir del experimento anterior, se conoce la concentracion de fenol que acota las zonas
de limitacion e inhibicion de la biomasa por parte del sustrato. Asi cualquier concentracion
inferior a 40 mg/l tedricamente coloca a la biomasa en condiciones limitantes para su
crecimiento. Para mantener tales condiciones, el experimento SBR-2 se inicid con un
volumen de 1 litro y con una velocidad de alimentacion constante (350 ml/h), la cual se
mantuvo durante las siguientes 3 horas (Figura 6.11). La funcion de llenado corresponde a
la Ecuacion 6.15, donde para este experimento t; = 0 h, Qy = 350 ml/h y a = 0. La

concentracion inicial de la biomasa fue de 6.7 g SST/L.
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Figura 6.11. Perfil de la velocidad de alimentacion del experimento SBR-2
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Con este perfil de alimentacion se logra biodegradar por completo el fenol afiadido (Figura
6.12), lo que corresponde a un estado de limitacion por el sustrato y confirma lo que el

modelo propuso.
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Figura 6.12. Cantidad de fenol alimentado (—) y consumido (m) en el experimento SBR-2

La Figura 6.13 presenta una comparacion entre los datos experimentales y los obtenidos por
simulacion correspondientes a la concentracion de fenol (S;), de los intermediarios
metabolicos (S;) y de la biomasa (X) durante el experimento SBR-2. Nuevamente, el ajuste
del modelo es bueno y confirma la pertinencia de su aplicacion al sistema biologico

estudiado.

Aunque los niveles de los intermediarios (S;) no se determinaron experimentalmente, puede
compararse lo que predice el modelo para los experimentos dindmicos SBR-1 y SBR-2. En
este ultimo se produciria una menor cantidad de intermediarios, lo que podria explicar que
no se constata ninguna inhibicién de la degradacion del fenol. Lo anterior es significativo
ya que las velocidades de alimentacion (Q) son muy semejantes en los dos experimentos.
La principal diferencia entre ambos reside en las condiciones de arranque de la
alimentacion ya que en el SBR-1 parte de una concentracion cercana a la inhibitoria (la

cual posteriormente aumenta y conduce efectivamente a dicho estado) que disminuye
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notoriamente la eficiencia del proceso, mientras que en el SBR-2 mantiene la concentracion

del sustrato muy por debajo de los niveles que podrian inhibir a los microorganismos.

Bajo las condiciones de este experimento, la eliminacion del fenol alcanza 100% vy
conservadoramente se podria disminuir la duracion total del ciclo SBR de 6 a 4 horas con
respecto al experimento SBR-1. La velocidad de consumo de fenol corresponde entonces a
6.19 kg fenol/m’-d, la cual es aproximadamente el doble de la reportada por Yoong et al.
(2000).
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Figura 6.13. Concentraciones medidas de fenol (e) y de biomasa (o) durante el
experimento SBR-2. Los resultados de simulacion se representan por lineas continuas. La
linea discontinua representa el comportamiento de los intermediarios metabolicos (S,)

calculado por el modelo.
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6.2 Simulacion del Proceso SBR

Con base en las observaciones realizadas durante el desarrollo del proyecto y los resultados
obtenidos de las cinéticas, se deduce que el perfil de llenado o la alimentacion del reactor es
uno de los puntos clave para lograr maximizar la velocidad de biodegradacion de fenol (Yu
et. al.,, 1996). Es por esto que se realizaron simulaciones con diferentes perfiles de
alimentacion, concentraciones de fenol y de biomasa para encontrar una estrategia de
alimentacion mas adecuada para el reactor SBR y aumentar la eficiencia de su operacion.
Las simulaciones se realizaron utilizando el modelo de biodegradacion desarrollado y el

software MatLab 6.5.0 release 13 (The MathWorks Inc., E.U.A).

Para la realizacion de dichas simulaciones se modifico en varios puntos el modelo
desarrollado. Primero, el proceso de alimentacion se cambiéo de modo batch a fed batch
para representar mejor la operacion del reactor, ya que en el proceso real se utilizd una
bomba peristéltica a una velocidad constante de alimentacion, lo cual afecta directamente la
dindmica del proceso aumentando la eficiencia de remocion. Segundo, la concentracion de
fenol dentro del reactor se puso en funcion de la concentracion del influente. Ademas, se
incluyo en el modelo la dilucion en la concentracion de fenol que se llevaria a cabo durante
la alimentacion, asi también la de la concentracion de SST. Las ecuaciones modificadas del

modelo serian las siguientes:

dx Q
T{zﬂl*xl_(V)*xl_kdl*xl
dx Q
Tizﬂz*xz_(v)*xz_kdz*xz
dsl _lul* Q * Q *
— =X —()*s, +(>)*Sa
at v, (V) | (V)
ds, _m*a*x —m*x, Q.
. = _(*) S,
dt Yx/S2 \
dv

gt =9
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Donde:

dx;= Ecuacion de dilucion de la biomasa 1
dx,= Ecuacidn de dilucion de la biomasa 2
ds;= Ecuacion de dilucion del sustrato 1
ds,= Ecuacion de dilucién del sustrato 2

Q = Velocidad de flujo de alimentacion

El proceso a considerar es el mismo, con un reactor con un volumen inicial de 1 litro,
conteniendo diferentes concentraciones de SST, alimentacion del agua residual sintética
con fenol hasta alcanzar el volumen final (2 1). Luego, la alimentacién se suspende y se
mantiene la aireacion hasta completar un ciclo de 24 horas, en el que se incluyen 45

minutos de sedimentacion y 15 minutos para la extraccion del efluente.

A continuaciéon se presentan algunas de las simulaciones que presentaron un buen
rendimiento del proceso:
Simulacién N°1
Condiciones de simulacion:
Xo= 1000 mg/1
So= 2000 mg/1
Q=0.11/h

Perfil: Pulsos de una hora espaciados cada hora
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Figura 6.14. Simulacion N° 1 del modelo de biodegradacion de fenol

Como puede observarse en la Figura 6.14, la degradacion del fenol es total, no asi la de los

intermediarios que se acumulan a lo largo de 21 horas. Si se continuara con varios ciclos

mas con el mismo perfil de alimentacion podriamos tener una acumulacion muy alta de los

intermediarios, lo cual seria dafiino para el consorcio microbiano. Por esta razén, no se

considera viable dicho perfil de alimentacion.

Condiciones de simulacion:

Xo= 1000 mg/1
So= 2000 mg/1
Q=021h

Simulacion N° 2

Perfil: Un pulso de una hora, espaciado de 11 horas y un pulso de 4 horas
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Figura 6.15. Simulacion N° 2 del modelo de biodegradacion de fenol
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En este perfil (Figura 6.15) se aprecia, como en el anterior, que la degradacion del fenol es

completa. La presencia de los intermediarios, a pesar de haber disminuido, atin sigue siendo

alta, lo cual lleva a los mismos resultados: una posible muerte de los microorganismos o

una disminucion importante en el rendimiento del proceso.

Con base en el andlisis de los resultados anteriores, se encontré que la concentracion de

fenol era muy alta y se optd por disminuir la concentracion del mismo a 1 g/l; ademas,

como se observd una disminucion en la produccién de intermediarios, se decidid seguir

probando el mismo perfil (alimentacion de 200 ml de agua residual en 1 hora, 11 horas de

reaccion, alimentacion de 800 ml de fenol en 4 horas y finalmente 7 horas de reaccion).
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Simulacion N° 3

Condiciones de simulacion:
Xo= 1000 mg/1
So= 1000 mg/1
Q=021h

Perfil: Un pulso de una hora, espaciado de 11 horas y un pulso de 4 horas
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Figura 6.16. Simulacién N° 3 del modelo de biodegradacion de fenol
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Como se observa en las graficas de la Figura 6.16, la degradacion del fenol sigue sin

representar mayor problema, mientras que la concentracion de los intermediarios es

considerablemente menor; ademds, muestra una tendencia a disminuir con el paso del
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tiempo. Tomando en cuenta lo anterior, se decidié probar un proceso de 3 ciclos continuos

de 23 horas; a continuacion se presentan los resultados obtenidos.

Simulacion N° 4
Condiciones de simulacion:
Xo= 1000 mg/1
So= 1000 mg/1
Q=0.21/h
Perfil: Un pulso de una hora, espaciado de 11 horas y un pulso de 4 horas
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Figura 6.17. Simulacién N° 4 del modelo de biodegradacion de fenol
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Las graficas anteriores (Figura 6.17) muestran como la degradacion de los intermediarios
producidos es total después de 3 ciclos del proceso, esto gracias a que después de cada
ciclo, al llegar a la etapa de vaciado del reactor, la concentracion de biomasa se duplica y
por ende el fenol y los intermediarios son degradados con mayor facilidad, evitando la
acumulacion de estos. Una de las recomendaciones que surgirian en torno a este perfil de
alimentacion seria que después de cada 3 ciclos se realizara una purga de la biomasa,
primero, para mantener una poblacidn microbiana joven y segundo, para mantener la

concentracion de biomasa debajo de 1.0 g/l y volver las condiciones iniciales del proceso.

Los resultados obtenidos por la simulacion del modelo sugieren que, después de varios
ciclos de trabajo a altas concentraciones de fenol, la operacion del proceso podria verse
afectada debido a una acumulacion importante de los intermediarios producidos, lo que
ocasiona la muerte progresiva de los microorganismos. Una situacion similar se presentd
cuando se opero el reactor con un perfil de alimentacién que mantenia un flujo de entrada
igual a 0.2 1/h durante 5 horas con una concentracion de fenol de 1 g/l, donde, después de
varios ciclos con el mismo perfil de alimentaciéon y a la misma concentracion, la

eficiencia del reactor fue disminuyendo hasta volverse casi nula en ciclos posteriores.
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7. CONCLUSIONES

Instrumentacion y automatizacion de un reactor discontinuo de alimentacion
secuenciada para la biodegradacion de fenol: Se instrumentd y automatizo el
reactor SBR, lo que permiti6 controlar procesos de degradacion con patrones de

alimentacion y ciclos de funcionamiento controlados.

Obtencion de poblaciones microbianas capaces de biodegradar fenol en
condiciones aerobias: Se logré la adaptacion de dos poblaciones de lodos activados
para degradar fenol en rangos de concentraciones de 20 — 700 y de 20 — 1300 mg/1
utilizando el método SCAS.

Estudio de la cinética de biodegradacion aerobia del fenol utilizando las
poblaciones microbianas obtenidas: Se realizaron varios ensayos discontinuos a
distintas condiciones iniciales de concentracion de sustrato y de biomasa (Sp y Xo).
Los resultados de dichos ensayos muestran un comportamiento atipico de la biomasa,
ya que se detectd un crecimiento residual luego de la remocion completa de fenol, lo
cual segun el modelo de Haldane—Andrews no es factible, pues el crecimiento de los
microorganismos termina cuando éstos degradan por completo el sustrato disponible.
Este comportamiento se atribuy6 a que el proceso de degradacion del fenol no se
lleva a cabo en un solo paso, sino que al iniciarse la biodegradacion se produce un
metabolito intermediario, presumiblemente el 2-hmas, cuyo consumo se traduce en el
mencionado crecimiento residual de los microorganismos. En virtud de lo anterior, se

propuso un esquema de biodegradacion en dos etapas.

Desarrollo de los modelos cinéticos que representen los procesos de
biodegradacion del femol: Debido a que el modelo de Haldane-Andrews no
considera el efecto de la produccion de metabolitos intermediarios inhibitorios y su
eventual acumulacion y consumo durante la biodegradacion del fenol, en este trabajo
se propone un nuevo modelo matematico en el cual este aspecto si se considera. El
modelo demostrd describir adecuadamente la evolucion de la biomasa y del fenol,

tanto en cultivos discontinuos como discontinuos alimentados, lo que apoya el
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esquema de reaccion propuesto. Dado que en la bibliografia existen muy pocos
modelos de biodegradacion para cultivos discontinuos alimentados, el modelo
propuesto constituye la principal aportacion del presente trabajo. El modelo permitio
evaluar dos estrategias distintas de alimentacion de un reactor SBR, una de las cuales
consiguié remover el fenol a una velocidad mayor (6.19 Kg. fenol/m’d) a la

reportada en procesos controlados mediante respirometria.

Sin duda alguna el modelo matematico puede optimizarse, ya que se constatd que su
capacidad de prediccion a relaciones So/X( reducidas es limitada. Para lo cual,
deberia mejorarse la técnica de cuantificacion de la biomasa, la cual tiene un limite de
deteccion muy alto. El andlisis de la absorbancia a 600 nm de suspensiones diluidas

de biomasa estabilizadas con glicerina podria contribuir a lograr este objetivo.

Seleccion y validacion de una estrategia de operacion automatica del reactor de
alimentacion secuenciada que maximice la velocidad de biodegradacion del
fenol: En cuanto a la optimizacion del proceso de biodegradacion, existen varios
detalles por concluir, uno de ellos y tal vez el més importante es la puesta en marcha
de estrategias de funcionamiento del reactor, previamente simuladas con ayuda del
modelo. Asi, los ciclos podrian ser mas cortos, para aumentar las velocidades de
degradacion de fenol. Estos puntos deberdn plantearse en futuros trabajos de

investigacion.

Simulacion del proceso de biodegradacion utilizando el modelo desarrollado

Una de las ventajas generadas al simular el proceso de biodegradacion permiten
probar diferentes condiciones sustrato-biomasa y predecir lo que se puede esperar al
realizar las pruebas experimentales, pudiendo traducirse en ahorro de tiempo y

reactivos.

Por otra parte, los resultados obtenidos sugieren que el empleo de diferentes perfiles de

alimentacion es de gran ayuda, tanto para aumentar la velocidad de degradacion como para

incrementar la concentracion de la molécula contaminante con el que se esté trabajando y

de esta manera hacer mas eficiente el proceso de biodegradacion.
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ANEXO A. PROGRAMAS PARA LA SIMULACION DEL MODELO

¢ Lee las variables del modelo

xl=y (1); % Biomasa 1
x2=y (2); % Biomasa 2
sl=y (3); % Fenol
s2=y(4); % Intermediario
v =y (5); % Volumen

% Lee los parametros del modelo
mu_maxl = 0.25;

K sl = 300;

K i1 = 450;

Y x sl = 0.67;

kdl = 0;

mu_maxa2 = 0.1;

K s2 = 70;

K i2 = 90;

alfa = 0.95;

Y x s2 = 0.8;

kd2 = 0;

)

% Calculo de velocidades de crecimiento y consumo
mul = mu maxl * s1/(K sl + sl + s172/K il);
mu2 mu max2 * s2/(K s2 + s2 + s2”2/K 1i2);

¢Simulacidén del flotador

if v >= 2

Qa = 0;

end

% Calculo de

dxl = mul*xl
dx2 = mu2*x2
dsl = -mul/Y
ds2 =

dv = Qa*Q;

ydot= [ dx1;

las ecuaciones diferenciales
- ((Qa*Q)/v)*x1l - kdl*x1l;
- ((Qa*Q)/v)*x2 - kd2*x2;

_x sl*xl - ((Qa*Q)/v)*sl + ((Qa*Q)/v)*Sa;
mul*alfa*xl - mu2/Y x s2*x2 - ((Qa*Q)/v)*s2;

dx2; dsl; ds2; dv];
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%perfil.m
%prueba diferentes perfiles de llenado
%Utiliza condiciones iniciales 0

clear all
close all

¢ Condiciones iniciales

x0= [1000*0.6;... % Biomasal inicial (mg)
1000*0.4;... % Biomasa2 inicial (mg)
0;... ¢ Fenol inicial (mg)
0;... ¢ Intermediario inicial
1;... ¢ Volumen inicial del SBR (1)

1;

$Condiciones de simulacidn: tiempo inicial, final, paso de

integracidn

t0 = 0; % inicia tiempo cero

tf = 23; % 23 horas de operaciédn

h = .01; % Se simula con un paso maximo de integracidén de .01
horas

$Perfil de llenado
Qt = [0 1 12 16 23]; % Tiempos de prendido y apagado

Qa = [1 01 0 0]; % Accidén 1 = prender bomba, 0 = apagar bomba
Q = .200 % Velocidad de flujo de llenado;
Sa = 2000; ¢ Concentracidén de fenol en el influente

% Realiza la simulacién del modelo con Rungge-Kutta 4/5,
tilizando el

modelo que se encuentra en el archivo "perfil modelo.m".
Los pardmetros del modelo se encuentran en el modelo mismo
El modelo utiliza los parametros de control externos.

o oo oo O

% Valores para ir llenando para graficar

Xp = [1000];
Sp = [ 0l;
Ip = [ 01;
Vp = [ 1];
tp = [ 01;

[}

% Simulacidén por periodos de tiempo marcados en el perfil de

Ilenado

for i = 2: length (Qt)

[t _sim,x] = ode45(e@eperfil modelo, [t0:h:Qt(i)],x0, [], Q,
Sal Qa (l_l) ) 7

)

% Recupera Informacidén de la simulacidn

% Biomasa total es la suma de las dos biomasas
X1 sim = x(2:end,1);
X2_sim = x(2:end,2);

X sim = X1 sim + X2 sim;
S sim = x(2:end,3);
I_sim = x(2:end,4);
V_sim = x(2:end,5);

)

% Se agrega a los datos existentes
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Xp = [Xp;X sim];
Sp = [Sp;S_sim];
Ip = [Ip;I sim];
Vp = [Vp;V_sim];
tp = [tp;t_sim(2:end)];

% Nuevas condiciones iniciales
x0 = x(end, :) ;
t0 = Qt (1) ;

end

%

5 GRAFICAS Y ALMACENAMIENTO DE INFORMACION
$ GRAFICAS

figure (1) ;

¢ Grafica del fenol
subplot (2, 2,2);

Plot (tp, Sp);

title ('Fenol');

¢ Grafica de biomasa
subplot (2,2,3);

plot (tp,Xp) ;

title ('Biomasa’') ;

¢ Grafica del intermediario
subplot (2,2,4) ;

plot (tp, Ip);

title ('Intermediario') ;
¢ Grafica del volumen
subplot(2,2,1) ;

plot (tp,Vp) ;
title('Volumen') ;

oo

GUARDAR

lugar = ['perfiles\perfil 1.xls'];
M = [tpl;
save (lugar, 'M', '-ASCII');

lugar = ['perfiles\perfil 2.xls'];
M = [Spl;

save (lugar, 'M', '-ASCII');

lugar = ['perfiles\perfil 3.xls'];
M = [Xpl;

save (lugar, 'M', '-ASCII');

lugar = ['perfiles\perfil 4.xls'];
M = [Ip];
save (lugar, 'M', '-ASCII');

lugar = ['perfiles\perfil 5.xls'];
M = [Vpl;
save (lugar, 'M', '-ASCII');



lugar = ['perfiles\perfil 6.xls'];
M = [tp Sp Xp Ip Vpl;
save (lugar, 'M', '-ASCII');



