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Resumen. 

Los clorofenoles mono- y poli-sustituidos son químicos recalcitrantes distribuidos en 
ambientes terrestres y acuáticos ya que son utilizados como desinfectantes, fungicidas y 
herbicidas. Los clorofenoles han sido clasificados como sustancias orgánicas peligrosas que 
afectan al humano y el ambiente debido a su toxicidad.  Estos compuestos se pueden 
acumular en los sedimentos provocando cambios en la biota y en las cadenas tróficas. 
Clorofenoles como el herbicida  ácido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4D) y 2,4-diclorofenol 
(2,4DCF) se utilizan ampliamente para el control de malezas en cultivos. Estos clorofenoles 
entre otros, se han detectado en ambientes donde las bacterias sulfato reductoras (BSR) 
están presentes, causando toxicidad e inhibición de la sulfato-reducción. Sin embargo 
existen estudios en los que compuestos clorofenólicos como el 2-, 3- y 4-clorofenol 
(2CF,3CF y 4CF)han sido degradados bajo sulfato-reducción después de largos periodos de 
tiempo, por otra parte se han reportado BSR del género Desulfitobacterium capaces de 
degradar varios clorofenoles. 

El objetivo de este trabajo fue evaluar la toxicidad (CI50) del 2,4D y sus posibles 
intermediarios en una biopelícula sulfato reductora desarrollada a partir de un lodo no 
adaptado, así como la degradación del 2CF en un reactor de lecho fluidizado de flojo 
descendente (LFFD), que por sus características hidrodinámicas y la recirculación ayuda a 
disminuir el efecto tóxico del compuesto, de forma paralela se opero un reactor anaerobio 
de  lecho de lodos de flujo ascendente  (UASB por sus siglas en ingles) en ambos reactores 
se vario la concentración de la materia orgánica y sulfato y finalmente se modifico la 
relación DQO/SO4

2  en el reactor LFFD. 
Al evaluar la toxicidad con respecto al Consumo volumétrico máximo de sulfato 

(qmax), se observó que está disminuyó conforme se incrementaron las concentraciones de 
los clorofenoles, encontrándose que los compuestos di-sustituidos fueron más tóxicos que 
los mono-sustituidos. Por otra, parte durante las cinéticas de toxicidad no se observó la 
deshalogenación de los clorofenoles y el índice de toxicidad (CI50) siguió el siguiente 
patron: 2,4DCF (CI50 de 0.106 mM) > 2,4D (0.131 mM) > 2CF (0.776 mM) > 4CF (0.84 
mM). En cuanto al etanol que fue utilizado como fuente de carbono y electrones durante las 
cinéticas, se degradó casi en un 100% produciendo acetato, sin embargo en el ensayo con 
4.66 mM de 4CF no fue metabolizado.    

Se operó un reactor LFFD y se comparó con un reactor UASB para evaluar la 
aclimatación y degradación de 2CF. En ambos reactores se llevó a cabo mediante una 
estrategia de incrementos de concentración de ácido fórmico, sulfato y 2CF en tres etapas 
de 30 días cada una y un tiempo de residencia hidráulica (TRH) de 5 días, utilizando una 
concentración de 2CF por debajo de la CI50 (0.776 mM) calculada para este compuesto. El 
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mayor consumo de 2CF en ambos reactores se observó en la primera etapa, del reactor 
UASB (50%) y LFFD (39%), cuando se alimentaron 24.4 ppm (0.19 mM), decayendo en 
las siguientes dos etapas a 21 y 14% para el reactor UASB y 18 y 23% para el reactor 
LFFD. Fenol y acetato fueron detectados en los reactores sólo en la primera etapa, lo que 
demostró que parte del 2CF fue deshalogenado. La fuente de carbono se consumió en un 
100% durante el tiempo de operación en ambos reactores y el menor consumo de sulfato 

(SO4
2-) se encontró en la tercera etapa, con un 78 y 55% para los reactores LFFD y UASB, 

respectivamente, a una concentración de 0.39 mM de 2CF.  

   Finalmente, se evaluó el efecto de la relación DQO-ácido fórmico/SO4
2- sobre la 

degradación de 2CF y se evaluaron las relaciones de 0.8 y 2.2, utilizando dos reactores 
LFFD en continuo. No obstante que el reactor a una relación de 2.2 fue alimentado con una 
mayor concentración de materia orgánica, se observó que en ambos reactores se 
consumieron aproximadamente 0.02 mM/d de 2CF lo que representó una eficiencia de 
remoción aproximadamente del 26%. A pesar de que el ácido fórmico fue adicionado en 
exceso para ser utilizado como fuente de electrones en la sulfato-reducción y la 
deshalogenación, éste último proceso no fue inducido. Por otra parte los perfiles de 
consumo de 2CF y sulfato indicaron que la deshalogenación de 2CF no está acoplada a la 
sulfato-reducción.    
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Abstract 
Mono- and poly-substituted chlorophenols are recalcitrant chemicals wide distributed 

in terrestrial and aquatic environments due to its wide use as disinfectants, fungicides and 
herbicides. Because of their toxicity, chlorophenols have been classified as hazardous 
organic substances that affect humans and the environment. These compounds can 
accumulate in sediments causing changes in biota and food chains. Chlorophenols such as 
the herbicide 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4D) and 2,4-dichlorophenol are used for 
weed control in crops. These and other chlorophenols have been detected in environments 
where sulfate-reducing bacteria (SRB) are present, causing toxicity and inhibition on 
sulfate reduction, however, there are references where chlorophenols such as 2-, 3- and 4-
chlorophenol have been degraded under sulfate reduction after long periods of time, SRB of 
the genus Desulfitobacterium have been reported elsewhere, as capable to degrade various 
chlorophenols.  

The aim of this study was to evaluate the toxicity index (IC50) of 2,4D and possible 
degradation intermediates by a sulfate-reducing biofilm, the 2CF degradation in a down 
flow fluidized bed (DFFB) and in an UASB reactors varying the organic matter and sulfate 

concentration, as well as the ratio variation of COD/SO4
2- in the DFFB reactor. 

During the toxicity evaluations the toxicity on the sulfate consumption rate (qmax), a 
decrease was observed when increasing chlorophenol concentrations were fed; the di-
substituted compounds were more toxic than the mono-substituted ones. On the other hand 
during toxicity assays dehalogenation of chlorophenols was not observed and the toxicity 
index (IC50) presented the following pattern: 2.4 DCP (IC50 of 0.106 mM) > 2,4D (0.131 
mM) > 2CP (0.776 mM) > 4CP (0.840 mM). The ethanol utilized as a carbon and electron 
source, was consumed in the kinetics almost at 100%, however during the assay of 4CP at 
4.66 mM the ethanol was not consumed. 

The operation of the UASB and DFFB reactors to the acclimatization and degradation 
of 2CP, was carried out with increasing concentrations strategy of formic acid, 2CP and 
sulfate, in three stages of 30 days each, adding concentrations of 2CP below the IC50 (0.776 
mM) calculated for this compound. The maxium consumption of 2CP in both reactors was 
observed during the first stage in the UASB (50%) and DFFB (39%) reactors, when 0.19 
mM was added, declining in the following two stages to 21 and 14% in the UASB and 18 
and 23% in the DFFB reactors. Phenol and acetate were detected in the reactors during the 
first-stage, which indicated 2CP dehalogenation and phenol and acetate utilization as 
electron donors. The carbon source was consumed in a 100% in both reactors during the 
operation time and the smaller sulfate consumption was found in the third stage, with 78% 
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and 55% for the DFFB and UASB reactors respectively, at a concentration of 0.39 mM 
2CP. 

 

Finally, the effect of COD/SO4
2- ratio on the degradation of 2CP was tested using two 

ratios of 0.8 and 2.2. Although the reactor at a ratio of 2.2 was fed with a higher organic 
matter concentration, both reactors consumed approximately 0.1 mM of 2CP. Despite 
formic acid was fed in excess to be used as an electrons source for sulfate reduction and 
dehalogenation, the latter process was not fully induced. On the other hand, the 
consumption profiles of 2CP and sulfate indicated that the dehalogenation of 2CP is not 
coupled to sulfate reduction.      
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Notación 
ATP Adenosín trifosfato 

BSR Bacterias sulfato reductoras 

Bv Velocidad de carga orgánica  

2CF 2-Clorofenol 

4CF 4-Clorofenol 
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2,4DCF 2,4-diclorofenol 

DQO Demanda química de oxígeno 
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eq e- Equivalentes de electrones  
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ascendente)  
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1.1 Panorama General 

Los compuestos halogenados orgánicos son aquellas moléculas que en su estructura 

contienen un sustituyente halogenado (F,Br, I ó Cl). Estas sustancias constituyen uno de los 

grupos de compuestos que se producen en mayor cantidad en la industria química para la 

fabricación de fungicidas, solventes, catalizadores y pesticidas (herbicidas e insecticidas) 

entre otros, por otra parte, también se pueden producir como intermediarios durante la 

producción de diversas sustancias (Fetzner y Lingens, 1994).  

Entre  los compuestos halogenados, los orgánicos clorados son los de mayor espectro 

de aplicación, en este grupo se encuentran: clorometanos, cloroetanos, cloroetenos, 

parafinas cloradas y aromáticos clorados (Tabla 1.1) (Häggblom y Dossert, 2003). A este 

grupo pertenecen los toluenos clorados, cloro-bencenos y clorofenoles, estos últimos son 

fabricados mediante la cloración del fenol. Los clorofenoles son los compuestos, los cuales 

contienen uno o más enlaces covalentes de cloro (Cl-) y comprenden el pentaclorofenol, 

tetraclorofenol, triclorofenol , diclorofenol y monoclorofenol, estas moléculas tienen una 

amplia variedad de usos y aplicaciones como materia prima en la industria, a nivel mundial, 

para la fabricación de: plásticos, catalizadores, explosivos, detergentes, colorantes y 

medicinas (Glezer, 2003).  

En el caso de la industria farmacéutica, por ejemplo, se utiliza 4-clorofenol para la 

fabricación de antisépticos por su actividad antimicrobiana.  Además se encuentra presente 

en los productos de desinfección que se emplean en hogares, hospitales y granjas. Por otra 

parte también es usado ampliamente en la industria petroquímica para la producción de 

conservadores para la madera (Glezer, 2003), como el pentaclorofenol, el cual también es 

aplicado como plaguicida, mientras que los tetraclorofenoles se emplean como principio 
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activo para la fabricación de fungicidas (HSDB, 2010), los triclorofenoles y diclorofenoles 

como el 2,4,5-triclorofenol y 2,4-diclorofenol son utilizados como materia prima para la 

síntesis de los herbicidas Silvex y 2,4-D (ácido 2,4-diclorefenoxiacético), respectivamente 

(WHO, 2001). Entre los monoclorados el 2-clorofenol es utilizado en la industria para la 

síntesis de compuestos orgánicos, para la extracción de azufre y nitrógeno en el carbón, así 

como la fabricación de sustancias retardadoras de fuego (HSDB, 2010). 

 

Tabla 1.1. Producción y usos de compuestos halogenados orgánicos. 
 Producción [ton X103 (año de estimación)]  

Compuesto Europa  Estados 
Unidos México Japón Otros países  Usos 

Clorometanos 
(mono, di y tri) 780(1983)a,b 924(1992)a,b  205(1983)  

Desengrasantes 
Silicones 
Teflón 

Cloroetanos  
(mono, di y tri) 8190(1985)a,b 7624(1991)a,b 3299(2007)c  300(1984)a 

Solventes 
Pegamentos 
Textiles 

Cloroetenos 
(mono, di, tri y 
tetra) 

5200(1985)a,b 6220(1992)a,b  80(1984) 15148(1985) 
PVC 
Copolímeros 
Pinturas 

Parafinas cloradas     350(1986)a 
Repelentes 
Plastificantes 
Plásticos 

Clorados 
aromáticos       

Clorofenoles 40(1986)a,b 40(1986)a,b   100(1986)a 
Herbicidas 
Insecticidas 
Antraquinona 

Clorobencenos 125(1984)a,b  4787(2007)c  250(1984)a Benzaldehído 
Estabilizadores 

Clorotoluenos 30(1983)a,b     Preservadores 
Desinfectantes 

 aFetzner, 1998, bBhatt y col., 2007.cINEGI, 2008. 

Los cuerpos de agua pueden contaminarse con clorofenoles como resultado del uso de 

productos para la potabilización del agua como el Cl- (Figura 1.1), debido a que éste 

reacciona químicamente con los residuos de fenol presente en el agua produciendo así 

diferentes isómeros (2-clorofenol, 2,4-diclorofenol y 2,4,6-triclorofenol) (Glezer, 2003); 

dichos compuestos también se han detectado, así como el 4-clorofenol como intermediarios 

durante la degradación de herbicidas como el Silvex y 2,4-D (Gibson y Suflita, 1990 y 
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1993). El 2-clorofenol también se ha detectado en las aguas residuales de la industria 

papelera al reaccionar el Cl- con el fenol proveniente de la lignina durante el blanqueo del 

papel (Figura 1.1) (HSDB, 2010). 

 

 

 
Figura 1.1. Principales reacciones químicas del Cl- en el agua. Modificado de Abarnou y 
Miossec, 1992. (+Glezer, 2003; * Ali y Sreekrishnan, 2001).  
   

En el caso de la contaminación atmosférica, la principal causa es la evaporación de 

los clorofenoles, estos compuestos tienen un efecto adverso debido a que cuando son 

llevados a estratos superiores reaccionan químicamente con el ozono desintegrándolo 

(Häggblom y Bossert, 2003). Otra de las fuentes de contaminación atmosférica es la 

incineración de los desechos municipales e industriales (Eklund y col., 1986). Mientras que 

los ambientes terrestres son contaminados por los derrames y desechos industriales 

principalmente (Häggblom y Bossert, 2003), así como el uso intensivo de herbicidas y 

pesticidas aplicados en las zonas agrícolas (Díaz, 2004).   

{

] ]
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Estos compuestos son tóxicos al ambiente y al humano por lo que se encuentran 

clasificados como residuos peligrosos y regulados por la norma mexicana NOM-052-

SEMARNAT-2005, así como por la EPA [40 CFR 302.4, sección IV. D.3.b y 40 CFR 

180.142(a)(13)]. Esta toxicidad se debe principalmente a sus propiedades físico-químicas 

(Tabla 1.2) lo que los vuelve recalcitrantes en el ambiente y con la lluvia pueden ser 

arrastrados con el agua y contaminar ríos, lagos y percolarse a mantos freáticos.      

1.2 Toxicidad de clorofenoles 

El uso generalizado e intensivo de los clorofenoles tiene como consecuencia que 

estén presentes en el ambiente (acuáticos o terrestres), llegando a acumularse en el tejido 

graso debido a que en su mayoría son moléculas parcialmente no polares por lo tanto 

hidrofóbicas  con valores de Kow (coeficiente de partición octanol/agua) mayores a 1, entre 

mayor sea el valor de Kow más hidrofóbica es la molécula, como es el caso del 2,4DCF 

(Tabla 1.2). Por lo anterior, representan una amenaza para la biota en general (Goldberg, 

1995); además su principal efecto en los organismos es el de desacoplar la fosforilación 

oxidativa afectando la producción de ATP (WHO, 1989). 

Tabla 1.2. Propiedades físico-químicas de algunos clorofenoles de interés. 

Compuesto Clave PM 
Punto de 
ebullición 

(°C) 

Punto 
de 

fusión 
(°C) 

Densidad 
relativa 

Solubilidad 
(g/L-H2O) 

Presión 
de vapor 
mmHg 

(°C) 

Coeficiente de 
partición 

Octanol/agua 
(Log Kow) 

Ácido 2,4-
diclorofenoxiacéticoa,b 2,4D 221.04 160 138 1.42 0.67 8 x 10-6 

(25) 
2.81 

2,4-diclorofenola,c 2,4DCF 163.00 210 45 5.6 4.5 10 (20) 3.06 
4-clorofenola,d 4CF 128.56 220 42.8 1.26 24.0 1 (50) 2.39 
2-clorofenola,d 2CF 128.56 174.9 9.8 1.26 11.3 2.5 (25) 2.15 

Fenola  94.11 181.75 40.91 1.071 82.8 0.35(25) 1.46 
aHSDB (Hazardous Substances Data Bank), bEXTOXNET (Extension Toxicology Network), cINCHEM 
(Chemical Safety Information), dMSDS(Material Safety Data Sheet). 
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1.3 Toxicidad en humanos y animales 

La exposición en humanos se da principalmente en el personal que labora donde se 

emplean y se sintetizan este tipo de moléculas, como es el caso de los  campesinos que 

trabajan en las zonas agrícolas. Estos compuestos pueden causar irritación en mucosas, 

producir convulsiones y finalmente la muerte, debido probablemente a las perturbaciones 

que generan estos compuestos a la ruta metabólica de la fosforilación oxidativa como se 

mencionó anteriormente y aunque pueden ser eliminados a través de la orina en ocasiones, 

los daños causados son irreversibles (Bradberry y col. 2004). 

 Por ejemplo, se ha observado que la exposición prolongada a 2-clorofenol puede 

afectar el sistema nervioso, causar problemas gastrointestinales, así como daño en el 

páncreas, entre otros. En caso de ingestión puede causar problemas respiratorios, e 

inclusive la muerte (HSDB, 2010). Se ha reportado que compuestos como el 2-, 3-

clorofenol y 2,4-diclorofenol pueden promover la aparición de cáncer de piel en ratones, 

por otra parte el 2,4-diclorofenol y el 2,4,6-triclorofenol están incluidos en la lista de 

compuestos cancerígenos por la Agencia Internacional para la Investigación sobre el 

Cáncer (IARC, International Agency for Research on Cancer) (Pepelko y col. 2005).   

En el ambiente pueden afectar insectos (Pteronarcys sp), peces (Anguilla rostrata, 

Clarias batrachus entre otras especies), y algunos crustáceos, donde se bioacumulan en el 

tejido graso de los animales afectando las cadenas tróficas y se  biomagnifican (Munn y 

col., 2006). Se ha encontrado que en microorganismos y organismos inferiores  tienen un 

efecto biocida (Davore y Fogarty, 2005). Debido a que estos compuestos son hidrofóbicos 

les permite disolverse en la membrana celular provocando la inestabilización de los 

procesos respiratorios llevados a cabo a este nivel, como la interrupción en el gradiente de 
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electrones y de iones como el K+, lo que conlleva a un cambio en el potencial de membrana 

y posiblemente a una muerte celular, se ha encontrado que conforme la Kow se incrementa 

la toxicidad del compuesto también se incrementa (Chen y col. 2008, Sikkema y col. 1995).      

 

1.4 Degradación de Compuestos Aromáticos  

En la actualidad se han reportado estudios sobre la eliminación de estos compuestos 

en el agua, en donde se ha encontrado que estas moléculas así como algunos de los 

intermediarios que se generan durante su degradación son tóxicos a los microorganismos y 

persistentes en el ambiente, esto debido a las propiedades físico-químicas como la presión 

de vapor que tienen las cuales son bajas (Tabla 1.2) y la Kow, por lo que se pueden acumular 

generando problemas ambientales en suelos, agua y aire (Häggblom y Bossert, 2003).       

Entre los tratamientos que pueden utilizarse se encuentran los físico-químicos y los 

biológicos; los primeros no representan una solución real al problema, ya que en algunos 

casos, pueden generar sustancias que son mas tóxicas o producir lodos químicos que se 

consideran residuos peligrosos y deben ser confinados, esto solo representa una solución 

temporal al problema, porque la toxicidad del los lodos no disminuye en los contenedores y 

si representa una amenaza al ambiente en caso de fuga o derrame. Por otra parte se a 

observado que la aplicación de tratamientos fotoquímicos, térmicos, de incineración y 

fotólisis para la degradación de clorofenoles se han detectado la producción de compuestos 

secundarios altamente cancerígenos como el dibenzo-p-dioxina y dibenzofuranos (Glezer, 

2003).  

Los tratamientos biológicos (procesos aerobios y anaerobios) ofrecen una alternativa 

para la degradación y eliminación de compuestos aromáticos halogenados, debido a que 
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algunos los microorganismos han desarrollado la capacidad metabólica de eliminar o 

transformar estas moléculas. Estudios llevados a cabo en laboratorios han encontrado que 

algunos microorganismos son capaces de degradar la mayoría de las moléculas halogenadas 

producidas por el hombre y ambientalmente (Figura 1.2)  (Häggblom y Bossert, 2003).  

 

 
Figura 1.2. En el ambiente los microorganismos son los principales responsables de la 
degradación de los compuestos orgánicos halogenados (Tomado de  Häggblom y Dossert, 
2003). 
 

La capacidad de degradar estos compuestos se debe a que los microorganismos se han 

adaptado a los clorofenoles presentes en la naturaleza en donde se encuentran alrededor de 

3500 moléculas diferentes de haluros orgánicos provenientes de la naturaleza (Smidt y de 

Vos, 2004). Entre ellas la actividad volcánica, en donde los gases que se desprenden de la 

lava, producen diferentes clorofenoles, así mismo durante los incendios forestales el Cl- del 

ambiente reacciona con la materia orgánica produciendo compuestos clorados, que son 

consumidos por las bacterias. Esta capacidad se ha desarrollado debido a que pueden 

codificar las secuencias genéticas para la expresión de enzimas como las deshalogenasas 

(Fetzner y Ligens, 1994). La expresión de este tipo de enzimas también se ve favorecida 
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gracias a que las secuencias genéticas para codificarlas se encuentran en transposones y 

plásmidos los cuales facilitan su transferencia a otras bacterias y por lo tanto se puede 

lograr una rápida adaptación (Díaz, 2004).  

Otras fuentes biológicas que producen fenoles halogenados, son los microorganismos 

(bacterias, hongos y microalgas), los insectos (garrapatas, cucarachas y langostas), plantas 

superiores y algunos invertebrados marinos (gusanos poliquetos, moluscos y esponjas 

marinas entre otros) y algas (Öberg, 2002). Los ambientes marinos son la principal fuente 

biológica de estos compuestos (Castro, 2003), y no son necesariamente xenobióticos y por 

tal motivo los microorganismos han desarrollado la capacidad metabólica para degradarlos 

(Mogensen y col. 2003).  

 

1.4.1 Mecanismos de deshalogenación  

En la actualidad se conocen siete mecanismos de deshalogenación: Deshalogenación 

reductiva (Figura 1.3a) en donde el sustituyente halogenado es reemplazado por un 

hidrógeno con el consumo de 2 electrones. La deshalogenación reductiva se lleva a cabo 

bajo condiciones anaerobias (Commandeur y Parsons, 1990) la presencia de un co-sustrato 

como donador de electrones podría favorecer la deshalogenación (Field y Sierra-Alvarez, 

2008; Mogesen y col. 2003). La deshalogenación oxigenolítica (Figura 1.3b) se lleva a cabo 

por enzimas oxigenasas las cuales incorporan de uno a dos átomos de oxígeno en la 

molécula. En la deshalogenación hidrolítica (Figura 1.3c), donde el sustituyente halogenado 

es reemplazado por grupos OH- provenientes del agua. La deshalogenación tiolítica (Figura 

1.3d) se caracteriza por la formación de un glutatión conjugado S-clorometil, como 
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producto intermediario, esta reacción es   catalizada por la enzima glutatión S-transferasa, 

permitiendo la deshalogenación de la molécula. 

 
Figura 1.3. Mecanismos de deshalogenación. (a) Reductiva; (b) oxigenolítica; (c)  
hidrolítica; (d) tiolítica; (e) sustitución intramolecular; (f) dehidro-halogenación; (g) 
hidratación. GS- = enzima glutatión S-transferasa. 
 

En la sustitución intramolecular (Figura 1.3e) hay un desplazamiento nucelofílico en 

donde intervienen un grupo alcohol intramolecular lo que produce la deshalogenación. En 

la dehidro-halogenación (Figura 1.3f) el Cl- es removido de la molécula, lo que conlleva a 
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la formación de un doble enlace en la misma. El último mecanismo es la reacción de 

hidratación (Figura 1.3g) que es llevada a cabo por enzimas hidratasas, las cuales 

incorporan una molécula de agua, desestabilizando el enlace favoreciendo la 

deshalogenación química (Fetzner y Lingens, 1994).  

 

1.4.2 Degradación en condiciones aerobias 

Como se mencionó en la sección anterior los microorganismos cuentan con diferentes 

mecanismos enzimáticos para remover el Cl- del compuesto y poder metabolizar el 

producto como fuente de carbono y energía. La mayoría de las reacciones de 

deshalogenación son llevadas a cabo por bacterias aerobias en donde el O2 

termodinámicamente sirve de aceptor de electrones y metabólicamente es un co-factor en la 

catálisis de las reacciones (Löffler y col. 2003; Dolfing, 2003).   

Bajo estas condiciones, algunos autores (Gaston y Locke, 2000) han llevado a cabo 

estudios en laboratorio utilizando muestras de suelo agrícola a diferentes profundidades de 

0 a 30 cm, las cuales colocaron en botellas aireadas,  para observar la degradación, 

adsorción y movilidad del herbicida Acifluorfen. A partir de la información anterior 

calcularon las isotermas de adsorción y el tiempo de degradación, y encontraron que la 

concentración de materia orgánica influye en los procesos de adsorción y degradación. Por 

otro lado Cederlund y col. (2007) y Young (2006) evaluaron la degradación de MCPA 

(ácido 4-cloro-2-metilfenoxiácetico) y 2,4,5T (ácido 2,4,5-triclorofenoxiacético) por co-

metabolismo en campos agrícolas, agregando sal de dimetilamina, En ese trabajo se utilizó 

MCPA con marcaje radioactivo para seguir su degradación a través de la recuperación de 

14C-CO2, en ambos estudios observaron que la velocidad de degradación depende de la 
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especie de microorganismo así como del compuesto debido a que bajo estas condiciones 

existen diferentes rutas metabólicas (Figura 1.4) por las cuales los microorganismos 

deshalogenan y degradan las moléculas (Field y Sierra-Alvarez, 2008).  

 
Figura 1.4. Intermediarios producidos durante la degradación del pentaclorofenol (PCP), 
ácido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5T) y ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4D), bajo 
condiciones aerobias. En la actualidad se han reportado más de 5 rutas por las cuales se 
deshalogenan los diferentes compuestos halogenados. En la figura se describe la ruta 
metabólica para las bacterias: 1) Sphingomonas chlorophenolica, 2) Mycobacterium 
chlorophenolicum y 3) Burkholderia cepacia AC1100 y Arthrobacter sp. TeCHQ= p-
tetraclorohidroxiquinona, 2GSH= glutatión S-transferasa, 2,6-DCHQ= 2,6-dicloro-1,4-
hidroxiquinona, 2Cma= ácido 2-cloromaleilacético (Field y Sierra-Alvarez, 2008; 
Morgensen y col. 2003).    
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Las rutas metabólicas bajo condiciones aerobias se pueden revisar en los siguientes 

reportes: Field y Sierra-Alvarez, (2008), Bhatt y col. (2007), Morgensen y col. (2003), El 

Fantroussi y col. (1998), Fetzner, (1998), Annchhatre y Gheewala (1996), Fetzner y 

Lingens, (1994) y Commandeur y Parsons, (1990).  

Varios autores han llevado a cabo estudios en lote para determinar la degradación 

utilizando herbicidas (2,4D, Dicloprop, MCPA y Metribuzin) como fuente de carbono y 

lodo proveniente de suelo agrícola, como inóculo. Encontraron que los suelos ricos en 

materia orgánica favorecen la degradación de los herbicidas, estos estudios se llevaron a 

cabo aireando el lodo (Thorstensen y Lode, 2001; Getenga y col., 2004; Robles-González y 

col., 2006). En otro trabajo llevado a cabo por Lipthay y col. (2003) observaron la 

degradación in-situ de fenoxi herbicidas en acuíferos de agua dulce, que se atribuyó a la 

aclimatación de las comunidades microbianas debido al tiempo de exposición. En ese 

trabajo también se realizaron estudios de ecología microbiana y encontraron que hubo una 

selección de microorganismos hacia aquellos que fueron los capaces de sobrevivir y 

degradar los herbicidas.  

Adicionalmente se ha observado que el compuesto 2,4D puede degradarse en 

condiciones de halofilia, estos experimentos se llevaron a cabo utilizando sedimento marino 

y agua de mar sintética con una salinidad del 10%  (Grötzschel y col., 2004). 

En un estudio llevado a cabo por Marrón-Montiel y col. (2006), aislaron Comomonas 

sp, Pseudomona putida, Acinetobacter sp, Acinetobacter wolfii y Klebsiella oxytoca, las 

cuales fueron capaces de crecer con 2,4-D como única fuente de carbono. Otros estudios 

reportan a las cepas Sphingomonas sp TFD44 y AW5, así como a Stenotrophomonas 

maltophila, capaces de deshalogenar estos  compuestos (Mai y col., 2001; Smejkal y col., 
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2001). Esta capacidad de deshalogenar también se ha observado en cultivos aislados en 

zonas agrícolas tratadas con fenoxialcanoatos (2,4D, MCPA y MCPP) por largos periodos 

de tiempo (Kilpi, 1980; Hallberg y col., 1991). En revisiones del tema llevadas a cabo por 

Parales y col. (2002) y Bhatt y col. (2007) recopilan las bacterias capaces de deshalogenar 

compuestos clorados bajo condiciones aerobias. 

 

1.4.3 Degradación en condiciones anaerobias  

Se ha reportado la degradación o deshalogenación parcial de varios tipos de 

compuestos aromáticos en los diferentes mecanismos anaerobios: desnitrificación, 

metanogénesis y sulfato-reducción (Häggblom y col., 2000; Milligan y Häggblom, 2001). 

Esto es posible ya que termodinámicamente se puede acoplar la deshalogenación reductiva 

a estos procesos, en donde hay una competencia parcial por los electrones con los pares 

redox de cada proceso, por el potencial reductor (E´°) de los compuestos halogenados que 

se encuentran en un intervalo de +260 a +480 mV (Figura 1.5) (Dolfing y Harrison, 1992), 

mientras que el E´° del par redox de la desnitrificación ( 2NO− / −
3NO ) es de +433 mV, el de 

la metanogénesis ( 2CO / 4CH ) de  -240 mV y el de la sulfato-reducción ( 2
4SO − / HS− ) de -

220 mV (Dolfing, 2003), generando entre -130 y -180 kJ/mol por cada mol de Cl- removido 

(Smidt y de Vos, 2004). Por tal motivo la velocidad de degradación de los clorofenoles se 

ve afectada por el tipo de aceptor alterno de electrones presente en el medio y la posición 

del Cl- en el anillo fenólico (Häggblom y col., 1993). 
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Figura 1.5. Potencial reductor de los pares redox y los compuestos clorados (Adriaens y 
Barkovskii, 2003).   
 

1.4.4 Desnitrificación 

Entre los primeros reportes de deshalogenación bajo condiciones desnitrificantes se 

encuentra el de Genthner y col. (1989)  quienes reportaron la degradación de 

clorobenzoatos (2-, 3- y 4-clorobenzoato) en presencia de nitrito. En trabajos posteriores 

(Kazumi y col., 1995; Häggblom y col., 1996) se observó que la presencia de −
3NO  

favorecía la degradación de clorobenzoatos en comparación con otros aceptores de 

electrones ( 2
4SO − , 3+Fe y -

3HCO ). Häggblom y col. (1993) reportaron la degradación de 

clorofenoles (2-, 3- y 4-clorofenol) y clorobenzoatos (2-, 3- y 4-clorobenzoato) bajo 

condiciones de desnitrificación y observaron que los benzoatos clorados se degradaron en 

un menor tiempo comparado con los clorofenoles tratados bajo las mismas condiciones y 

con un consumo de carbono estequiométrico con respecto al nitrato alimentado. En otro 

estudio (Sanford y Tiedje, 1997) llevado a cabo con diferentes lodos provenientes de sitios 

contaminados se evaluó la degradación de una mezcla de tres monoclorofenoles (2-, 3- y 4-

+
2H /H

2 4CO /CH
2- -
4SO /HS - -

3 2NO /NO /NO

2+ 3+ 2+
2FeO H/Fe    Fe /Fe

-
3 2NO /N

2 2O /H O

Aromáticos clorados



I. Introducción  

Degradación de clorofenoles por sulfato-reducción en un reactor de lecho fluidizado de flujo descendente (lffd) 
Norberto Ulises García Cruz 

16 
 

clorofenol) y de 4 diclorofenoles (2,3-, 2,4-, 2,5- y 3,4-diclorofenol), durante los 

experimentos observaron que el nitrato se consumió por cometabolismo, debido a que se 

degradaron primero los clorofenoles y posteriormente el nitrato, paralelamente encontraron 

que los clorofenoles se deshalogenaron por varias vías, posiblemente debido a la presencia 

de diferentes poblaciones de bacterias, como podrían ser del género Desulfitobacterium (El 

Fantroussi y col., 1998), Thauera, Pseudomonas y Ochrobactrum (Bossert y col., 2003; 

Smidt y de Vos, 2004), entre otras bacterias desnitrificantes que pertenecen al grupo de las 

Protobacteria (Häggblom y Bossert, 2003). A la fecha existen varios reportes sobre la 

degradación de diferentes moléculas halogenadas en condiciones de desnitrificación como 

son el triclorometano (Bhatt y col., 2007), iodobenzoato (Häggblom y col., 1996), 

tricloroetileno (El Fantroussi y col., 1998), 2-cloroetanol (Smidt y de Vos, 2004), así como 

una amplia variedad de clorofenoles (Bae y col., 2002; Mongensen y col., 2003).             

 

1.4.5 Metanogénesis 

En condiciones metanogénicas se ha estudiado la degradación de una amplia variedad 

de clorofenoles (Milligan y Häggblom, 2001; Atuanya y Chakrabarti, 2003 y 2004; Becker 

y col., 2005), así como de fenol y cresoles (Boyd y col., 1983). Se ha observado que en 

mezcla son más tóxicos y que la toxicidad también se ve incrementada por la posición del 

cloro, además se ha encontrado que en la degradación de estas moléculas y sus 

intermediarios intervienen varios grupos de bacterias. Boyd y Shelton (1984), reportaron 

que el 2-clorofenol, 4-clorofenol y 3,5-diclorofenol fueron deshalogenados más 

rápidamente cuando el lodo fue adaptado previamente a fenoles. Un efecto similar se 

encontró al adicionar ácidos orgánicos de cadena corta (ácido fórmico, butírico, etc.) y 
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alcoholes (metanol y etanol), como fuente alterna de electrones durante la degradación del 

ácido 2,4,5-triclorofenoxiacetíco (Gibson y Suflita, 1990 y 1993).  

En experimentos llevados a cabo con herbicidas del tipo fenoxi se observó que el 

primer paso en la degradación es la hidrólisis del enlace fenoxi, seguida de la 

deshalogenación (Zipper y col., 1999; Albrechtsen y col., 2001). Se observó que los 

clorofenoles fueron mineralizados hasta CH4 y CO2. Por otra parte estudios llevados a cabo 

en un reactor en lote secuencial acidogénico alimentado con 2,4D y glucosa, mostraron que 

el herbicida era transformado a ácidos grasos volátiles (AGV) y que la degradación de éste 

se favorecía con la presencia de glucosa (Chin y col., 2005).     

 

1.4.6 Sulfato-reducción 

1.4.6.1 Fisiología y bioquímica de las bacterias sulfato reductoras  

Las bacterias sulfato reductoras (BSR) son un grupo, que fisiológicamente se podría 

considerar único debido a que pueden acoplar el crecimiento bacteriano con la respiración 

del sulfato (Barton y Plunkett, 2003). Aunque todas las BSR se han reportado como 

anaerobias estrictas, algunos géneros toleran condiciones aerobias o de microaerofilia 

gracias a enzimas como las catalasas y la superóxido dismutasa las cuales evitan la 

acumulación de iones OH-, H2O2 y del ión superóxido (O2
-) (ec. 1 y 2), ya que estos 

compuestos son más reactivos que el O2 (Imlay, 2002) dañando al microorganismo, como 

se ha observado en estudios llevados a cabo con Desulfovibrio gigas (Beech, 2003).  

 

                                       ec.1 

                                      ec.2   

 

⎯⎯⎯⎯→catalasa
2 2 2 22H O 2H O + O

⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯→superóxido dismutasa- - +
2 2 2 2O + O + 2H H O
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Genéticamente las BSR se encuentran distribuidas en los dominios Bacteria y 

Archaea  (Figura 1.6), ambos dominios pertenecientes a las procariotas. Entre las BSR que 

pertenecen al dominio Bacteria phylum Deltaproteobacteria se encuentran las de la familia 

Desulfobulbaceae, Desulfobacteraceae, Syntrophobacteraceae y los géneros Desulfovibrio 

spp y Desulfomicrobium spp entre otros (Figura 1.6). Otras especies se encuentran en los 

phylum Nitrospirae (Thermodesulfovibrio islandicus y Thermodesulfovibrio yellowstonii), 

Clostridia y Thermodesulfobacteria. 

En el dominio de las Archaea se encuentra el género Archaeoglobus  (Rabhus y col., 

2006) perteneciente al phylum Euryarchaeota, en este dominio también se han descrito dos 

especies que se encuentran en el phylum Crenarchaeota (Figura 1.6).  

Por otra parte recientemente se han descrito dos grupos de BSR, uno formado por la 

familia Thermodesulfobiaceae (Thauer y col., 2007) y otro de bacterias psicrofílicas 

(Desulfofrigus oceanense gen. nov., sp. nov., Desulfofrigus fragile sp. nov., Desulfofaba 

gelida gen. nov., sp. nov., Desulfotalea psychrophila gen. nov., sp. nov. and Desulfotalea 

arctica sp. nov.) pertenecientes al filo Deltaproteobacterias aisladas a partir de sedimento 

marino del ártico (Knoblauch y col. 1999) 
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Figura 1.6. Árbol filogenético basado en el análisis del 16s ARN ribosomal de las familias 
en donde se encuentran ubicadas las bacterias sulfato reductoras (según Muyzer y Stams, 
2008).    

 

 

Las BSR para llevar a cabo la reducción no asimilativa del azufre, utilizan compuesto 

azufrados como son el sulfato, sulfito, tiosulfato, así como el azufre elemental, como 

aceptores de electrones, y son reducidos hasta HS- (Tabla1.3, Figura 1.7) (Barton y 

Plunkett, 2003), aunque debido a su versatilidad metabólica también son capaces de utilizar 
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en ausencia de sulfato el fumarato, , ,  y dimetil sulfóxido ((CH3)2SO) como 

aceptores de electrones  (Thauer y col., 2007). 

Tabla 1.3. Reacciones implicadas en la sulfato-reducción (Barton y Fauque, 2009). 
 Reacción ΔG°´ 

(1)   +46.0 kJ/mol

(2)    -68.6 kJ/mol

(3)  -171.7 kJ/mol

(4) -152.2 kJ/mol

ATP= adenosín trifosfato,  APS= adeníl sulfato, AMP= adenosín monofosfato, PPi= pirofosfato 

inorgánico. 

 

   
Figura 1.7. Ruta metabólica de la reducción del sulfato (Barton y Plunkett, 2003). 1) ATP-
sulforilasa, 2) APS-reductasa y 3) bisulfito-reductasa. 

 
Para llevar a cabo la sulfato-reducción las BSR requieren de un donador de electrones 

ya que para la reducción del sulfato (SO4
2-) a sulfuro (HS-) se necesitan 8 electrones como 

se puede ver en la Figura 1.7, las bacterias los obtienen de la oxidación parcial o total 

−
3NO 4+Mn 3+Fe

→2- +
4 iSO + ATP + 2H  APS + PP  (activación)

- +
2 3APS+H HSO +AMP+H  (reducción)→

- -
3 2 2HSO +3H HS +3H O (reducción)→

→2- + -
4 2 2SO + 4H + H HS + 4H O (reacción global)

2-
4SO 2

4SO +ATP−
iAPS + PP 2P

2
3SO +AMP−

H+

2-
2 5S O

2e−

2-
2 4S O

2-
3 6S O

2e−

2-
2 3S O

2e−

2S −2H+

2H S

2e−
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(mineralización) de compuestos orgánicos. Está reportado que las BSR utilizan una amplia 

variedad de compuestos (Muyzer y Stams, 2008), como son azúcares (fructosa, sacarosa y 

glucosa), amino ácidos (alanina, serina y glicina), alcoholes (metanol y etanol), ácidos 

grasos volátiles (ácido fórmico, ácido pirúvico, ácido láctico, entre otros), así como 

succinato, fumarato, malato y compuestos aromáticos (Rabhus y col. 2006; Barton y 

Plunkett, 2003). Liamleam y Annachhatre (2007) hicieron un análisis de varios donadores 

de electrones utilizados en la sulfato-reducción en donde determinan el rendimiento 

producto reducido-sustrato oxidado ( ) con respecto al consumo de sulfato dependiendo 

de la fuente de electrones y observaron que los compuestos con un mayor rendimiento 

fueron el H2, acetato, sacarosa así como el etanol. 

Debido a la capacidad de consumir varios aceptores y donadores de electrones, las 

BSR interactúan de manera importante en los ciclos del nitrógeno y del carbono, así como 

de otros elementos como son el hierro, manganeso, selenio, mercurio, cromo, uranio y 

molibdeno (Figura 1.8) (Beech, 2003). Por otra parte también se ha observado que son 

capaces de generar y formar biopelículas en diferentes sustratos (Santegoeds y col. 1998). 

Durante este trabajo se definirá el término de biopelícula: como una acumulación de 

microorganismos en una superficie la cual no es necesariamente uniforme en tiempo o 

espacio, propuesta por Charaklis y Marshall (1990).     

P SY
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Figura 1.8. Interacción de las BSR con los ciclos geoquímicos (Barton y Plunkett, 2003). 
 

1.4.6.2 Deshalogenación por sulfato-reducción   

Como se mencionó anteriormente bajo condiciones anaerobias se han reportado 

diferentes bacterias metanogénicas, desnitrificantes y sulfato reductoras capaces de 

deshalogenar y degradar una amplia variedad de compuestos halogenados (El Frantroussi y 

col. 1998; Zhang y Benett, 2005). Bajo condiciones de sulfato-reducción el primer reporte 

de que una BSR fue capaz de degradar un compuesto halogenado (cloro benzoato) fue la 

bacteria Desulfomonile tiedje utilizando sulfato y sulfito como aceptores de electrones 

(DeWeerd y col., 1990), ésta fue aislada a partir de un lodo aclimatado a 3-clorobenzoato 

(Shelton y Tiedje, 1984). En la actualidad se han reportado bacterias de los géneros 

Desulfovibrio ssp, Desulfuromonas ssp, Desulfomonile spp y Desulfitobacterium spp,  

capaces de degradar clorofenoles, cloroetenos, así como clorobenzoatos bajo condiciones 

de sulfato-reducción (Holliger y col. 1999; Smidt y de Vos, 2004).   
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Se ha reportado que las BSR son capaces de deshalogenar algunos clorofenoles por 

deshalogenación reductiva (Figura 1.3), esto implica remover el átomo de halógeno de la 

molécula con la transferencia de 2 electrones. Esta reacción también depende del estado 

redox de la molécula, ya que muchos compuestos halogenados tienen un estado más 

oxidado que sus homólogos no halogenados y tienden a aceptar electrones y por ende a ser 

deshalogenados (Dolfing y Harrison, 1992). La degradación de clorofenoles por sulfato-

reducción sigue vías similares a la metanogénesis, debido a que el primer paso es la 

sustitución de Cl- por H+. (Gibson y Suflita, 1986; Kuhn y col., 1990). Se ha observado que 

en este proceso podría intervenir el H2 proveniente de la fermentación incompleta de la 

fuente electrones y carbono (acetato, lactato, glucosa, etanol, butirato y fórmico) (Ehlers y 

Rose, 2006; Field y Sierra-Alvarez, 2008), por lo que se pueden acoplar la deshalogenación 

y la sulfato-reducción en un mismo proceso (Townsend y col., 1997). 

En otro estudio se observó que los clorofenoles son degradados rápidamente cuando 

se utiliza un sedimento marino previamente adaptado, el cual estuvo en contacto con los 

clorofenoles por un periodo entre 150 a 200 días en lote (Häggblom y Young, 1990; 

Kohring y col., 1989). Häggblom y Young (1995) observaron la completa mineralización 

de clorofenoles hasta CO2 utilizando sedimento marino previamente alimentado con una 

mezcla de clorofenoles por un periodo de un año.  

Mohn y Tiedje (1992) encontraron que la transferencia de electrones para la 

deshalogenación del 3-clorobenzoato y la reducción del sulfato, se acopla a la producción 

de ATP, debido a que ambas reacciones termodinámicamente son favorables, en la sulfato-

reducción la reacción global genera -152 kJ/mol (Tabla 1.3) aunque este valor puede variar 

dependiendo del donador de electrones (Liamleam y Annachhatre, 2007), mientras que los 
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clorofenoles generan entre -131 y -168 kJ/mol por cada Cl- removido (Dolfing, 1992), con 

la adición del donador de electrones se obtuvo una disminución en el pH debido 

probablemente a la extrusión de protones a través de la membrana. Esto indica que los 

microorganismos pueden beneficiarse energéticamente de la deshalogenación de los 

compuestos halogenados. Lo que concuerda con los estudios llevados a cabo por Dolfing y 

Harrison (1992) en donde reportan el ΔG°´ para la reacción de diferentes compuestos 

aromáticos halogenados. En este estudio observaron que el intervalo de ΔG°´ para los 

compuestos aromáticos (clorobenzeno y clorofenoles) se encuentra entre entre -130 a -171 

kJ/mol. Lo que indica que la reacción de deshalogenación es favorable para el  

microorganismo y provee la suficiente energía para su crecimiento.  

Sin embargo en estudios llevados a cabo en cultivos puros de Desulfomonile tiedje 

observaron que el  SO4
2- así como otros sulfoxianiones (tiosulfato y sulfito), a una 

concentración mayor de 5 mM puede conducir a una total o parcial inhibición de la 

decloración reductiva de 3-clorobenzoato, y en el caso del sulfato se observó una 

competencia con el compuesto halogenado por los electrones presentes en el medio ya que 

ambos actúan como aceptores (De Weerd y col., 1990). Por lo que la deshalogenación de 

los contaminantes puede ser estimulada con la adición de donadores de electrones o 

inductores como lactato, acetato, piruvato, etanol, glucosa e H2 (Reineke, 2001). 

Otros compuestos halogenados que han sido degradados bajo sulfato-reducción son el 

tetracloroetileno, tricloroetileno y hexacloroetano con la generación de sulfuro (Beeman y 

col., 1983), herbicidas: Dicamba y 2,4-D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético) (Boyle y col. 

1999; Mogensen y col. 2003),  así como aromáticos clorados como el 2-, 3-, 4-clorofenol y 

pentaclorofenol , utilizando enriquecimientos de sedimentos marinos o cepas puras y en 
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algunos casos se emplearon donadores de electrones orgánicos para acoplar la 

deshalogenación reductiva (Sun y col. 2000). Durante la degradación del 2,4-D se observó 

que primero se rompe el enlace éter (Boyle y col. 1999; Zhang y Bennett, 2005), 

produciendo 2,4-diclorofenol, estos compuestos son deshalogenados por deshalogenación 

reductiva (Figura 1.9) en varias etapas dependiendo de la cantidad de átomos de cloro que 

contenga la molécula hasta producir fenol (Figura 1.9), posteriormente el fenol se carboxila 

produciendo hidroxibenzoato, el cual reacciona con la coenzima A para formar benzoil-

CoA y ser degradado hasta acetato por la ruta de la  benzoil-CoA (Harwood y col., 1999). 

 
Figura 1.9. Ruta de degradación de compuestos aromáticos clorados. 2,4-D) ácido 2,4-
diclorofenoxiacético, 2,4-DCF) 2,4-diclorofenol, 4-CF) 4-clorofenol, 2-CF) 2-clorofenol 
(Harwood y col., 1999). 
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1.5 Justificación  

La degradación de clorofenoles como son el 2,4D, así como los intermediarios que se 

producen 2,4DCF, 4CF y 2CF son de gran interés debido a la enorme cantidad que se 

descarga al ambiente (Häggblom y Dossert, 2003) y que por las altas concentraciones 

pueden resultar tóxicos a microorganismos, animales superiores y al humano (HSDB). En 

la actualidad se ha reportado que estos compuestos se pueden degradar bajo condiciones 

anaerobias en el ambiente (Holliger y col. 2003). 

 La mayoría de los estudios sobre degradación anaerobia y toxicidad se han enfocado 

a sistemas metanogénicos, en los cuales se ha estudiado la capacidad de degradación de 

clorofenoles utilizando diferentes reactores inoculados con sedimentos marinos así como 

con lodos floculentos y granulares, en estas investigaciones se ha observado que el primer 

paso en la degradación es la deshalogenación reductiva, en donde la molécula de Cl- es 

sustituida por H+ (Gibson y Suflita, 1986). Mientras que los estudios de toxicidad se han 

llevado a cabo utilizando lodos metanogénicos y se ha calculado la concentración 

inhibitoria que causa 50% de reducción en la actividad (CI50, mg/L). Los valores reportados 

para el  2CF, 4CF y 2,4DCF fueron de 160, 270 y 63 mg/L, respectivamente (Blum y 

Speece, 1991b).   

En el caso de la sulfato-reducción los estudios sobre los niveles de toxicidad de los 

clorofenoles son muy escasos, en la actualidad solo se ha reportado el trabajo llevado a 

cabo por Uberoi y Bhattacharya (1997). En este estudio se evaluó la CI50 de los 

clorofenoles con respecto al consumo de la fuente de carbono pero no se ha estudiado el 

efecto que tienen sobre la respiración del sulfato, así como las implicaciones toxicológicas 

que tiene la posición y el número de cloros en la molécula del fenol. De esta manera, se 
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requieren estudios para evaluar el efecto que tiene la configuración de la molécula sobre el 

proceso respiratorio y saber cómo se afecta el proceso sulfato reductor. El conocimiento de 

estos niveles de toxicidad es importante para plantear estrategias de remediación en el 

ambiente debido a que si la concentración del compuesto tóxico se encuentra por arriba de 

estos niveles puede causar inhibición y por ende detener el proceso de biodegradación 

llevado a cabo por los microorganismos.    

Por otra parte, en los estudios de degradación en reactores anaerobios del 2CF, se ha 

encontrado que estos compuestos se pueden degradar tanto por metanogénesis como por 

sulfato-reducción (Häggblom y Dossert, 2003). Durante estos experimentos se ha 

observado que la biomasa (lodo granular y floculento) necesita periodos largos de 

aclimatación antes de adquirir la habilidad para degradar los clorofenoles, que van desde 45 

a 200 días aproximadamente dependiendo de la configuración del reactor y del tipo de lodo 

utilizado. Por este motivo es necesario desarrollar estrategias para lograr aclimatar o 

seleccionar biomasa que degrade 2CF en periodos cortos de tiempo.     

Por otra parte no se ha reportado la toxicidad que ejercen los clorofenoles sobre el 

metabolismo de BSR o las concentraciones a las que la toxicidad ocurre y la capacidad para 

interrumpir la porción reductiva del ciclo biogeoquímico del azufre. Por lo que en este 

trabajo se pretende evaluar la toxicidad de 4 clorofenoles (ácido 2,4-diclorofenoxiacético, 

2,4-diclorofenol, 4-clorofenol y 2-clorofenol) y del fenol, así como la adaptación y 

degradación en una biopelícula sulfato reductora en un reactor de lecho fluidificado de flujo 

descendente al 2-clorofenol, debido a que no hay reportes de degradación de este 

compuesto por biopelícula.  
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Por tal motivo para estudiar estos temas se propuso la siguiente hipótesis y objetivos 

de trabajo. 

 

1.6 Hipótesis  

Pregunta de investigación: 

¿Los clorofenoles afectan el consumo de los sustratos? 

Hipótesis: los clorofenoles ejercerán toxicidad sobre la respiración del SO4
2- debido a 

que el cultivo no ha sido expuesto anteriormente a estos compuestos.  

Pregunta de investigación:  

¿Es posible ejercer una presión selectiva sobre consorcios sulfato reductores que 

induzca la detoxificación del compuesto clorado tóxico y la degradación del compuesto 

carbonado formado, aplicando incrementos en concentración de un compuesto tóxico 

monoclorado?  

 

Hipótesis: Aumentos graduales en la concentración de un compuesto mono clorado 

favorecerán la selección de un consorcio microbiano capaz de deshalogenar el 2CF o 

ejercerán una presión ambiental sobre la población  sulfato reductora la cual inducirá la 

deshalogenación y degradación del 2CF. 

 

Pregunta de investigación:  

¿La variación de la relación DQO/SO4
2- alrededor de los valores estequiométricos 

afectará el proceso de detoxificación por deshalogenación?  
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Hipótesis: la variación de la relación DQO/SO4
2- modificará la cantidad de materia 

orgánica y por lo tanto la cantidad de electrones disponibles para llevar a cabo de manera 

simultánea la deshalogenación del compuesto tóxico y la sulfato-reducción, la sulfato-

reducción se presentará en la medida en la que se lleve a cabo la detoxificación del 

compuesto monoclorado.  

1.7 Objetivos 

1.7.1 Objetivo general 

Evaluar el efecto de varios clorofenoles en el consumo del SO4
2- en un sistema en lote 

y el efecto del incremento de la concentración y  de la relación DQO/SO4
2- en la adaptación 

y degradación del 2CF en un sistema en continuo, al operar un reactor de lecho fluidificado 

de flujo descendente (LFFD).  

 

1.7.2 Objetivos particulares 

• Determinar los valores de CI50 para el 2,4D, 2,4DCF, 4CF, 2CF y fenol con 

respecto al consumo de SO4
2-  en una biopelícula sulfato reductora. 

• Favorecer la degradación de 2CF en un reactor LFFD con  biopelícula sulfato 

reductora y en un reactor UASB inoculado con lodo floculento utilizando 

incrementos de la concentración.   

• Evaluar el efecto de la variación de la relación DQO/SO4
2- en la adaptación y 

degradación de 2CF.  
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En el presente Capítulo se detallan los materiales y métodos utilizados en el desarrollo 

de la parte experimental, la cual se compuso de 4 etapas: 1) enriquecimiento del lodo, 2) 

inmovilización de biomasa, 3) evaluación de la toxicidad de compuestos clorados sobre la 

biopelícula, 4) Operación de un reactor LFFD para la eliminación de 2CF con incrementos 

de concentración y su comparación con un reactor UASB para evaluar la biomasa en la 

degradación del clorofenol y 5) variación de la relación DQO/SO4
2- con variaciones en la 

cantidad de donador de electrones para la degradación de 2CF.  

 

2.1 Materiales  

2.1.1 Enriquecimiento de biomasa en condiciones de sulfato-reducción  

Para la inoculación del reactor (LFFD) se enriqueció biomasa, en condiciones de sulfato 

reducción, en un reactor UASB de vidrio con un volumen de 1.47 L (Ø 6.5 cm y altura de 

30 cm) (Figura 2.1), por un periodo de un mes. El reactor UASB fue inoculado con 0.5 L de 

lodo proveniente de la planta de tratamiento de aguas residuales de la UAM-I, con una 

concentración de sólidos suspendidos volátiles (SSV) de 39.3 g/L, y permaneció en un 

cuarto a temperatura controlada a 30°C. Se utilizó el medio mineral diseñado por Visser  

(1995) para bacterias sulfato reductoras ajustando el pH a 6.6. Las condiciones de 

operación se muestran en la Tabla 2.1.   
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Figura 2.1. Diagrama del reactor UASB. a) influente, b) efluente, c) bomba peristáltica y 
d) salida y colector de biogás. 

Tabla 2.1. Parámetros operacionales aplicados al reactor UASB para el enriquecimiento de 
biomasa sulfato reductora. 

QL 
(mL/d) 

TRH 
(días) 

Fuente de 
carbono 

Concentración 

( gDQO - á. láctico

L
) 

Bv 
( gDQO

L - día
) 

Fuente de 
azufre 

BvSO4 
(

2-
4gSO

L - día
) 

Relación 

2-
4

DQO

SO
 

0.5 2 ácido láctico 2.0g 1.0 Na2SO4 1.315 0.76 

 
 
 
2.1.2 Parámetros operacionales de los reactores (UASB y LFFD) 
 

r

l

= VTiempo de residencia hidráulica = TRH
Q

                                            (ec. 3) 

 

l

  RFTasa de recirculación = R =
Q

                                                                 (ec. 4) 

 

[ ]l in

r

 Q DQO
Velocidad de carga orgánica = Bv =

V
                                        (ec. 5) 
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2-

l 42- in  
4

r

 
=

Q SO
Velocidad de carga de sulfato  = BvSO

V
⎡ ⎤⎣ ⎦                                 (ec. 6) 

Donde:      Vr = volumen del reactor (L). 

                 Ql = gasto volumétrico de alimentación (L/d). 

               RF = gasto volumétrico de recirculación (L/d) 

          [DQO]in = concentración de DQO en el influente (g/L) 

           [SO4
2-] = concentración de sulfato en el influente (g/L) 

 

2.1.3 Inmovilización de la biopelícula sulfato reductora en el reactor LFFD  

La inmovilización de la biopelícula se llevó a cabo en un reactor fabricado de acrílico 

(altura 90 cm, Ø 6 cm), con un volumen de 2.54 L (Figura 2.2). Se utilizaron bombas 

peristálticas para el suministro de la alimentación y para la recirculación que provee la 

expansión del lecho. La biopelícula se inmovilizó en polietileno el cual fue molido y 

posteriormente tamizado, para obtener partículas con un diámetro promedio de 0.6 mm y 

una densidad  aparente de 400 kg/m3. Las partículas de polietileno que se utilizaron en al 

reactor se acondicionaron para favorecer su movilidad en la fase líquida del reactor 

poniéndolas en un vaso de precipitados de 4 litros que contenía 2 litros de agua destilada 

con 2 g de peptona de caseína. Se mantuvieron en agitación media por un periodo de 24 

horas en una parrilla de agitación. Una vez acondicionadas se alimentó el reactor con medio 

utilizando etanol (2 gDQO-etanol/L) como fuente de carbono con una relación DQO/ 2
4SO −

=0.76.  
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 Por la parte superior del reactor, se adicionó un volumen de 0.762 L de soporte que 

corresponde al 30% del volumen del reactor, posteriormente fue inoculado y se mantuvo en 

un cuarto a temperatura constante a 30°C. 

 

 
Figura 2.2. Diagrama de la configuración del reactor LFFD. a) influente, b) efluente, c) 
bomba peristáltica, d) biogás y e) separador de partículas. 
 

Como inóculo se adicionaron 0.025 L de lodo sulfato reductor proveniente del reactor 

UASB, después se procedió a purgarlo para retirar las burbujas de aire atrapadas en el 

reactor. El reactor fue operado en lote durante 16 días hasta alcanzar una concentración de 

biomasa constante de 0.808 ± 0.261 kg de sólidos volátiles inmovilizados (SVI)/m3 de 
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soporte seco (ver anexo A1) la cual permaneció constante. Durante esta etapa se recambió 

el medio cada 5 días.  

 

2.1.4 Operación en continuo del reactor LFFD  

 Cuando la concentración de biomasa fue constante se operó el reactor en continuo. En 

el quinto día de operación se incrementó la concentración de DQO-sustrato a 2.3 g/L y una 

DQO/SO4
2- de 2.0 para establecer la relación de aceptor y donador de electrones que se 

muestra en la ecuación 7. Por lo que la concentración de etanol fue de 24 mmol/L y la del 

SO4
2- 12 mmol/L (Tabla 2.2).  

 

2- - - +
2 5 4 3 2+  +  + +   C H OH 0.5SO 0.5HS CH COO 0.5H H O→                                           (ec. 7) 

 

 

 Tabla 2.2. Condiciones de operación del reactor en continuo.   

TRH 
(días) 

Ql 
(mL/d) 

Fuente 
de 

carbono 

Concentración 
( gDQO - etOH

L
) 

Bv 
( gDQO

L - día
) 

Fuente 
de 

azufre 

BvSO4 

(
2-
4gSO

L - día
) 

Relación 

2-
4

DQO
SO

 

1 1.8 etanol 2.3g 2.3 Na2SO4 1.7 2.0 

 

El reactor se operó con una tasa de recirculación de 190  (ver ecuación 4. RF= 475.2 

L/d; F= 2.5 L/d) para lograr un expansión del lecho aproximadamente del 70% de volumen 

del reactor (1.778 L). 
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2.1.5 Medio de cultivo. 

El medio empleado para todos los reactores fue el propuesto por Visser (1995), 

variando solo la fuente de carbono y electrones, utilizando sulfato de sodio como aceptor de 

electrones. La composición de macronutrientes y oligoelementos del medio mineral se 

muestra en la Tabla 2.3. Se agregó por cada litro de medio 1 mL de la solución de 

oligoelementos y el pH del medio mineral se ajustó a 6.6 adicionando 0.3 mL de una 

solución de NaOH 10 N. 

Tabla 2.3. Composición del medio mineral propuesto por Visser (1995). 
Macronutrientes mg/L 

NH4Cl 280 

KH2PO4 169 

MgCl2 6H2O 150 

KCl 500 

CaCl2 10 

Extracto de levadura 18 

Solución de oligoelemtos mg/L 

FeCl 4H2O 2000 

MnCl2 4H2O 785 

ZnCl2 150 

H3BO3 50 

(NH4)6Mo7O24 4H2O 50 

EDTA 500 

HCl  37% 1  ml/L 

 

2.1.6 Cinéticas de toxicidad 

Para evaluar los niveles de toxicidad de los clorofenoles y calcular la concentración que 

inhibe el 50% del proceso respiratorio (CI50) sulfato reductor, se llevaron a cabo cinéticas 

en lote. Las pruebas se realizaron por duplicado en botellas serológicas de 60 mL. Se les 

agregaron 10 mL de soporte con biopelícula inmovilizada proveniente del reactor 
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fluidizado. Las partículas se lavaron varias veces con una solución fisiológica al 0.9% de 

NaCl con el fin de eliminar residuos del medio y sustratos. Los lavados se realizaron muy 

suavemente para evitar el desprendimiento de la biopelícula. Posteriormente a las botellas 

se les agregaron 25 mL de medio Visser (1995) y se sellaron con tapones forrados de teflón 

y anillos de aluminio, después se intercambió la atmósfera con una mezcla de N2:CO2 

(80:20) por 2 minutos para desplazar el aire y establecer condiciones anaerobias. Por último 

se adicionaron 5 mL de soluciones concentradas que contenían etanol, sulfato y los 

compuestos tóxicos en concentraciones crecientes (Tabla 2.4). Los compuestos evaluados 

fueron: ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4D), 2,4-diclorofenol (2,4DCF), 4-clorofenol 

(4CF), 2-clorofenol (2CF) y fenol.   

 

Tabla 2.4. Concentraciones utilizadas para cada compuesto ensayado. 

compuesto 2,4D 2,4DCF 4CF y 2CF Fenol 

(mM) 

0.02 0.06 0.19 1.6 
0.04 0.15 0.58 3.19 

0.11 0.31 1.67 6.37 

0.22 0.46 2.33 12.75 

0.34 0.77 4.66 25.5 

 

Para todas las cinéticas se fijó la concentración de 1.9 gDQO-etanol/L (20 mM etanol) 

y 0.96 g/L de SO4
2-, para mantener una relación de 2 gDQO/gSO4

2-. Para los controles se 

siguió la misma metodología y solo se  alimentaron con etanol y sulfato sin los compuestos 

tóxicos. El proceso respiratorio fue evaluado durante 72 horas, con muestreos cada 12 horas 

para determinar el etanol y sulfato consumido y la producción de sulfuro y acetato, así 

como la evolución de la concentración de los compuestos tóxicos durante la cinética. Las 

muestras fueron analizadas como se describe en el apartado 2.2 de este capítulo. 
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2.1.7 Operación de los reactores LFFD y UASB con incrementos de concentración de 

2CF 

Se operó un reactor UASB de vidrio de 6.5 cm de diámetro interno y  30 cm de largo y  

un volumen de 1.47 L inoculado con 0.5 L de lodo con una concentración de SSV  de  39.3 

g/L y un reactor LFFD de vidrio con un diámetro interno de 5 cm y una altura de 108 cm de 

largo, el cual contenía un volumen de 0.7 L de soporte de polietileno de baja densidad con 

una concentración de 0.4 Kg-SVI/m3 de soporte seco. Ambos reactores se operaron en 

paralelo con una estrategia de incrementos de concentración de 2CF, formiato y SO4
2- en 

tres etapas por un periodo de 90 días, los incrementos se realizaron cada 30 días (Tabla 

2.5). Para este experimento se cambio la fuente de carbono de acetato a ácido fórmico para 

garantizar que se metabolizara toda la fuente de carbono a CO2. Las concentraciones de 

2CF y SO4
2-  se fijaron en cada etapa.  Para ambos reactores se usó una relación 

DQOTotal/SO4
2- de 1.42. La DQOTotal fue la suma de la DQO-ácido fórmico más la DQO-

2CF. Ambos reactores se operaron a un TRH de 5 días. 

 

Tabla 2.5. Concentraciones de los sustratos y compuestos tóxicos utilizados para los 
reactores en cada etapa.  

Compuesto Reactor  Etapa  

  1a 2a 3a 

2CF [mM] 
LFFD 

0.19 0.27 0.39 
UASB 

2-
4SO  [mM] 

LFFD 5.2 7.8 10.4 

UASB 7.08 10.6 14.1 

HCO2H [mM] 
LFFD 41.3 62.4 82.6 

UASB 58.0 87.5 115.0 

 



II. Materiales y métodos 
 

Degradación de clorofenoles por sulfato-reducción en un reactor de lecho fluidizado de flujo descendente (lffd) 
Norberto Ulises Garcia Cruz                                                                                                
                                                                                                                                                          39 
 

Los electrones donados del ácido fórmico se calcularon con la  ecuación 8  (Rittmann 

y McCarty, 2001). En donde se puede observar que el ácido fórmico dona 2 equivalentes de 

electrones (eq e-) por cada mol de compuesto. 

←- + - -
3 2

1 1 1HCO +H + e HCOO + H O
2 2 2

                                                                        (ec.8) 

 

2.1.8 Arranque y operación de reactores con diferente relación DQO/SO4
2- y 

concentración constante de 2CF 

Se instalaron dos reactores fluidizados (Figura 2.2) de vidrio, los cuales se alimentaron 

con una relación DQO/ 2
4SO − de 0.8 y 2.2 (Tabla 2.7), respectivamente. Como inóculo se 

utilizaron  25 mL de lodo primario para cada reactor proveniente de la planta de tratamiento 

de aguas residuales de Iztapalapa, el cual contenía una concentración de 20.38 mg SSV/L. 

En ambos reactores se utilizó soporte limpio acondicionado (ver apartado 2.1.3) antes de 

introducirlo en el reactor. El volumen de soporte que se agregó a cada reactor fue de 30% 

con respecto al volumen del reactor. Durante este experimento los reactores se operaron en 

continuo desde un inicio por un periodo de 98 días, tomando muestras cada tres días para su 

análisis. Al medio de cultivo alimentado (ver apartado 2.1.4) se le adicionaron las 

cantidades de 2CF, SO4
2-y HCO2H indicadas en la Tabla 2.6. 
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Tabla 2.6. Condiciones de operación y concentraciones de los sustratos utilizados para  los 
reactores a diferente relación DQO/SO4

2-.  

Parámetro 
Reactor LFFD 

1 2 

2CF [mM] 0.39 0.39 
2-
4gDQO / gSO  0.8 2.2 

TRH (d) 5 5 
2
4SO − [mM] 10.4 10.4 

Ql (mL/min) 0.277 0.416 

RF(L/d) 245.8 472.2 

HCO2H [mM] 50.0 136.8 

 

2.2 Métodos de análisis  

2.2.1 Toma y almacenamiento de muestras provenientes de los reactores 

Se tomaron muestras cada 24 horas del influente y efluente fueron filtradas utilizando 

filtros con tamaño de poro de 0.45 µm (Pall AP-4498) para retirar material suspendido. Las 

muestras fueron almacenadas a 4°C para su posterior análisis.  

 

2.2.2 Cuantificación de etanol y acetato 

El etanol y acetato se cuantificaron con un cromatógrafo de gases Hewlett Packard 5890 

serie II, de inyección automática con detector de ionización de flama (FID) y las 

condiciones de análisis fueron las siguientes: 

 

Temperatura del detector: 180oC 

Temperatura del inyector: 150oC 

Rampa de la columna: de 40 – 170 ºC 

Columna: AT-1000, longitud 10 m, Ø 0.53 mm 
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Gas acarreador: Nitrógeno 

Flujo: 6.6 mL/min 

Tiempo de corrida: 5 minutos 

Volumen de inyección: 0.5 µL 

 

Se programó una rampa de temperatura, con el fin de mejorar la resolución de los 

cromatogramas para el etanol y el acetato, iniciando en 80oC con un incremento de 

5oC/min, hasta alcanzar 120oC permaneciendo por un minuto a esta temperatura. Las 

muestras antes de ser analizadas se acidificaron agregando 50 µL de HCl al 50% a 950 µL 

de muestra para obtener un volumen de 1 mL.                     

Las curvas de calibración se hicieron por triplicado y se calculó el promedio, la 

desviación estándar, así como los coeficientes de regresión. 

 

2.2.3 Cuantificación de clorofenoles y fenol 

 La cuantificación del 2,4D, 3,4DCF, 4CF, 2CF y fenol, se hizo por cromatografía de 

líquidos a alta presión (HPLC), con un equipo marca WATERS 600 acoplado a un detector 

WATERS de arreglo de diodos. Se utilizó una columna Econosphere C18 (fase reversa, 

250 mm, Ø 4.6 mm y tamaño de partícula de 5 µ). La fase móvil utilizada estuvo 

compuesta por acetonitrilo: amortiguador de acetatos (50:50) (la formulación del buffer de 

acetatos se muestra en el anexo A3), con un flujo de 1.2 mL/min. Todos los compuestos se 

detectaron a una longitud de onda de 280 nm.  
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2.2.4 Cuantificación de ácido fórmico 

La cuantificación del fórmico se llevó a cabo en un cromatógrafo de gases Agilent 

6890N acoplado a un detector selectivo de masas Agilent 5975B con inyector automático 

bajo las siguientes condiciones: 

 

Rampa de temperatura: de 40°– 48° C 

Columna Capilar: Agilent HP-5MS, longitud 30 m, Ø 250 µm. 

Gas acarreador: Helio 

Flujo: 1.5 mL/min 

Tiempo de corrida: 2.67 minutos 

Volumen de inyección: 0.5 µL 

Intervalo de masa molecular: 20-150 

 

Las muestras fueron acidificadas antes de analizarlas agregando 50 µL de HCl al 50% a 

1450 µL de muestra para obtener 1500 µL de volumen total.  

 

2.2.5 Cuantificación de sulfato (SO4
2-) 

La cuantificación de sulfato se realizó empleando un método turbidimétrico y por 

cromatografía de líquidos de alta presión (HPLC). 

Método turbidimétrico: Este método fue reportado por Sheen y col. (1935) y Thomas y 

Cotton (1954). El cual consiste en precipitar el ion sulfato (SO4
2-) con cloruro de bario en 

medio ácido. Y posteriormente, medir la absorbancia de la muestra tratada en 
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espectrofotómetro a una longitud de onda de 420 nm y correlacionar con una curva patrón 

de NaSO4 anhidro de 5 – 40 mg/L. La preparación de las soluciones empleadas en esta 

técnica se encuentran descritas en el anexo A4.  

Método cromatográfico: La determinación de 2
4SO −  se realizó empleando un  

cromatógrafo de líquidos de alta presión (Waters), equipado con detector de arreglo de 

diodos (Waters 2996). La columna empleada fue Variant Ionospher 5A de intercambio 

iónico, con una longitud de 200 mm y un diámetro de 3.0 mm. Se empleó como fase móvil 

una solución de biftalato de potasio 40 mM, a un flujo de 1.0 mL/min. La fase móvil fue 

filtrada con membranas de nylon con un diámetro de poro de 0.22 µm.  

 

2.2.6 Cuantificación de carbono inorgánico 

El carbono inorgánico se midió utilizando un equipo SHIMADZU modelo TOC-Vcsn. 

El cual determina el carbono total y el inorgánico. Se realizaron curvas de calibración para 

carbono total (CT) y carbono inorgánico (CI). Las soluciones se prepararon de acuerdo al 

anexo A4.   

El equipo detecta  primero el carbono total y posteriormente el carbono inorgánico. El 

COT se calculó de acuerdo a la siguiente ecuación. 

[ ]COT (mg / L) = Carbono T otal (mg / L) - Carbono inorgánico (mg / L)   (ec. 9) 

   

2.2.7 Cuantificación de sulfuro disuelto 
La cuantificación de sulfuro (S2-) disuelto en el efluente se realizó por la técnica reportada 

por Cord-Ruwisch (1985). El sulfuro disuelto se determina colorimétricamente debido a 

que este se acompleja con el cobre para formar sulfuro de cobre (color café), como se 

puede ver en la siguiente reacción: 
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4 2 2 4+ +CuSO H S CuS H SO→  

Los reactivos empleados en esta técnica se describen el anexo A5. 

   

2.2.8 Medición de pH 

La medición de pH se realizó en el influente y en la muestra del efluente del reactor, 

empleando un potenciómetro marca Hanna HI255 equipado con un electrodo de vidrio 

HI1131. 

 

2.2.9 Cuantificación de sólidos suspendidos volátiles (SSV) 

Los sólidos suspendidos volátiles se utilizan como un índice de la concentración de 

biomasa. Los sólidos suspendidos volátiles se determinaron según los métodos 

estandarizados para el análisis de agua residual (SMWWA, 1995).  

La concentración de sólidos se determinó de la siguiente manera: 

Peso  de  sólidos  secos - Peso  del  CrisolSólidos Totales (g / L) =
Volumen  de  Muestra (L)

⎛ ⎞
⎜ ⎟
⎝ ⎠

 (ec.10)     

 

Peso  de  sólidos   f i jos - Peso  del  CrisolSólidos Fi jos (g / L) =
Volumen  de  Muest ra (L)

⎛ ⎞
⎜ ⎟
⎝ ⎠

        (ec.11)     

 ( )Sólidos Voláti les (g / L) = Sólidos  totales -Sólidos  Fijos      (ec.12) 

 

2.2.10 Cuantificación de biomasa inmovilizada  

Primero se pusieron a peso constante filtros Whatman de fibra de vidrio (Ø 55 mm y 

tamaño de poro de 0.45 µm) en charolas de aluminio del mismo diámetro en una mufla a 

550 °C por 30 minutos, dejándose enfriar en un desecador a temperatura ambiente, y 

después registrar el peso.  
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Los filtros utilizados para filtrar la biomasa se secaron en una estufa a 100 °C durante 1 

hora, posteriormente se retiraron de la estufa y se dejaron enfriar en un desecador y se 

pesaron para así obtener los sólidos totales (ST) de la siguiente manera: 

ST (mg) = A-B 

Donde: 

ST (mg) = miligramos de sólidos totales 

A = Peso del filtro + muestra seca 

B = Peso del filtro sin muestra   

Para calcular los sólidos fijos (SF), después de pesar los filtros se calcinaron en la mufla 

a 550 °C durante 30 minutos, se enfriaron en un desecador y se pesaron.    

SF (mg) = C - B 

Donde: 

C = Peso del filtro + muestra calcinada 

Sólidos volátiles inmovilizados (SVI) 

SVI (mg) = ST-SF 

La biomasa inmovilizada se reporta como kg de SVI/m3 de soporte seco.   

2.2.11 Cuantificación de bióxido de carbono 

El bióxido de carbono se cuantificó por cromatografía de gases durante las cinéticas y  

durante la operación de los reactores utilizando un cromatógrafo Gow-Mac, con una 

columna de acero empacada. Con las siguientes condiciones de análisis: 

Detector de conductividad térmica (TCD) 

Temperatura de la columna:   140 ºC 

Temperatura del detector: 190 ºC 
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Temperatura del inyector: 170 ºC 

Corriente en el detector: 120 mA 

Gas acarreador: Helio 

Flujo: 25 mL/min 

Empaque de la columna: Carbosphere 80/100, longitud 1.82 m, ø 3.2 mm. 

Volumen de inyección: 0.1 mL. 

Las curvas de calibración se realizaron por triplicado y se calculó el coeficiente de 

correlación (R2) utilizando el análisis estadístico de regresión lineal (anexo A4). 

2.3 Cálculos   

2.3.1 Cálculo del consumo máximo de sulfato                                                            

El consumo volumétrico máximo de sulfato (qmax) para cada cinética se calculó 

ajustando los datos obtenidos con el modelo de Gompertz utilizando el programa Origin 7.0 

(anexo A6).  

2.3.2 Cálculo de la CI50 para cada uno de los clorofenoles 

Los niveles de toxicidad de los clorofenoles (CI50) en la actividad sulfato reductora se 

calcularon, graficando la qmax obtenida en cada cinética contra las concentraciones 

utilizadas para cada uno de  los compuesto tóxicos (Figura 2.3) utilizando el programa 

Origin 7.0 (anexo A5). 
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Figura 2.3. Cálculo de la CI50. 

 

2.3.3 Cálculo de la DQO teórica 

La DQO teórica para cada compuesto se calculó de acuerdo a la ecuación propuesta por 

Kleerebezem y Macarie (2003) (Tabla 2.7).  

                               yx Z 2 2 2   
4x+y -2z y+  x · CO + ·H OC O OH 4 2 →                                 (ec.13) 

 
 
Tabla 2.7. Valor de la DQO teórica para cada compuesto. 

Sustrato DQO teórica 

Etanol 2.08 gDQO/gC2H5OH 

Formiato 0.35 gDQO/gHCO2 

Fenol 2.38 gDQO/gC6H5OH 

 

En el caso del consumo del formiato produce 2 eq e- (ec.15) y los eq e- provenientes 

del 2CF se calcularon a partir del fenol producido estequiométricamente, la completa 

degradación del fenol hasta CO2 produce 28 eq e- (ec. 17) (Rittmann y McCarty, 2001). 
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- - + -
3 2 2 3+ + + +CH COO 3H O CO HCO 8H 8e→                                                 (ec.14) 

- - + -
2 3+ + +HCOO H O HCO 2H 2e→                                                                (ec.15) 

+ -
6 5 2 2+11 6 + +C H OH H O CO 28H 28e→                                                         (ec.16) 

 

2.3.4 Análisis estadísticos 

El análisis de varianza se determinó mediante el programa NCSS (2002). Ver el 

anexo A6.  
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3.1 Introducción 

Los primeros trabajos sobre la toxicidad que ejercen los clorofenoles 

(monoclorofenoles, diclorofenoles y triclorofenoles), sobre consorcios microbianos de 

interés ambiental fueron realizados por Blum y Speece (1991 a y b) en donde evaluaron 

diferentes concentraciones de clorofenoles para calcular la concentración inhibitoria (CI50) 

en  arqueas metanogénicas y bacterias aerobias, observaron que en ambos consorcios el 2,4 

DCF ejercía la mayor toxicidad seguido del 2CF y el 4CF. Por otra parte también se ha 

evaluado la CI50 del 2CF y 4CF a partir de la constante de inhibición (Ki) en lodos 

acidogénicos y metanogénicos, ésta fue calculada con respecto al consumo de acetato y 

etanol respectivamente, en donde observaron que el 2CF fue más tóxico que el 4CF para 

ambos tipos de lodo (Jin y Bhattacharya, 1997), resultados similares también fueron 

reportados por Kim y col. (1994) utilizando un cultivo anaerobio enriquecido con 

propionato. 

En otros estudios se ha observado que la utilización de una fuente alterna de 

electrones disminuye el efecto tóxico, como pudieron observar Vallecillo y col. (1999) 

quienes evaluaron la toxicidad del 4CF, 2,4DCF y fenol en un lodo anaerobio con y sin un 

donador de electrones, encontrando que la adición de acetato favorece la degradación de los 

clorofenoles. 

 Por otra parte, se ha reportado que otro de los factores que afecta la toxicidad de los 

compuestos recalcitrantes sobre la biomasa, es la aclimatación del lodo, como se ha podido 

observar en estudios llevados a cabo con compuestos aromáticos en lodos anaerobios, en 

donde encontraron que los lodos previamente adaptados eran menos afectados en la 

producción de metano por lo que presentaban CI50 mayores que los lodos no adaptados 
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(Olguín-Lora y col. 2003), lo que podría indicar que los lodos adaptados desarrollaron la 

capacidad de expresar las enzimas capaces de degradar los compuestos recalcitrantes a 

diferencia de un lodo no adaptado.  

Hasta la fecha el único reporte de toxicidad de clorofenoles sobre la sulfato-reducción 

es la investigación llevada a cabo por Uberoi y Bhattacharya en 1997, estos autores 

utilizando un lodo enriquecido con propionato y sulfato realizaron experimentos de 

toxicidad en sistemas en lote con compuestos monoclorados como el 2-clorofenol y el 4-

clorofenol, así como varios diclorofenoles entre los que está el 2,4-diclorofenol. 

 Sierra-Alvarez y Lettinga, (1991) encontraron que en los monoclorados la posición 

del Cl- no influyó en la toxicidad (CI50), ya que no se observó diferencia, sin embargo en 

los diclorofenoles observaron que la posición en el anillo bencénico incrementa la 

toxicidad, siendo el 2,4-diclorofenol uno de los más tóxicos seguido del 4CF y el 2CF, este 

efecto también se ha podido observar en lodos metanogénicos en donde encontraron que la 

toxicidad se incrementó conforme la molécula de clorofenol contenía mas átomos de Cl-. 

Por otra parte en la literatura no hay estudios de toxicidad en una biopelícula sulfato 

reductora. Existen estudios sobre toxicidad en los que se emplean lodos, sedimentos, así 

como cultivos axénicos. Milner y Goulder (1986) evaluaron la toxicidad del 2- y 4-

clorofenol, 2,4-diclorofenol y el herbicida 2,4D en bacterias aisladas. Los experimentos los 

llevaron a cabo en agar y la toxicidad la midieron por el efecto de los compuestos en el 

crecimiento de los microorganismos.  

Como se puede ver en los estudios anteriores, el nivel de toxicidad de los 

clorofenoles sobre los microorganismos puede variar debido a diferentes factores como son 

el tipo de lodo, la adaptación y la estructura del compuesto, la adición de un co-sustrato, así 
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como la estrategia aplicada para evaluar la toxicidad, también todos estos parámetros 

influyen en la detoxificación y degradación de estos compuestos. 

Por lo que se requiere de estudios más específicos para conocer el efecto de estos 

compuestos. En el caso de  biopelículas sulfato reductoras, se requiere de mayor 

investigación sobre la toxicidad de clorofenoles en la misma debido a la importancia para el 

diseño de tratamientos de aguas residuales que contengan este tipo de compuestos.  

El objetivo de esta parte del proyecto, fue evaluar la inhibición del proceso 

respiratorio de la sulfato-reducción en la presencia del 2,4D y sus posibles intermediarios.   

 

3.2 Resultados  

3.2.1 Estudios de inhibición del proceso respiratorio del sulfato  

La biopelícula para las cinéticas de inhibición fue cultivada en un reactor LFFD 

utilizando partículas de polietileno de baja densidad (0.6 mm de diámetro). Cuando se logro 

una biomasa constante, el reactor se operó en continuo, después de 15 días de operación en 

continuo el reactor alcanzó el estado estacionario en donde se observo que la reducción de 

sulfato fue el único proceso respiratorio detectado. El reactor se continúo operando durante 

un mes. Los resultados de esta etapa se muestran en la Tabla 3.1 y anexo A2.  

  

Tabla 3.1. Consumo de sustratos durante el estado estacionario del reactor LFFD. 
 Influente [mM] Efluente [mM] Recuperación 

Azufre 
2-
4S - SO  2-

4S - SO  -S - HS  
86.2 % 

11.84 ±0.9 3.83 ±2.3 7.43 ±2.2 

Carbono 
C-etOH C-etOH C-acetato 

84.8% 
54.6 ±2.0 6.78 ±2.4 39.3 ±3.1 
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Durante la operación del reactor LFFD para la formación de la biopelícula y las 

cinéticas de toxicidad se propuso la relación Race/don (ec. 14) la cual relaciona la cantidad de 

aceptor y donador de electrones consumidos durante el proceso óxido reductor durante la 

respiración del sulfato, como una medida para evaluar el efecto de los compuestos fenólicos 

al proceso sulfato-reductor.  

acc
don

2-
4SO  consumido (mmol)

R =
fuente de carbono consumido (mmol)                              (ec. 14) 

  

Adicionalmente el efecto tóxico se evaluó a través de la tasa volumétrica de consumo 

de sulfato (qmax) a diferentes concentraciones de los compuestos tóxicos como se describe 

en el apartado 2.1.6 del capítulo de materiales y métodos.  

El reactor LFFD alcanzó en el estado estacionario una qmax entre 0.52 a 0.66 mmol 

SO4
2-/L·d y de 0.8 mmol etanol/L·d, mientras la Race/don fue entre 0.58 y 0.75, con una 

eficiencia en la sulfato-reducción del 67±3.2%, un consumo de etanol del 87.6 % indicando 

una estabilidad en la sulfato-reducción de la biopelícula.  

 

Por otra parte en la Tabla 3.2 se muestran las velocidades volumétricas de consumo 

de sulfato qmax (mmol SO4
2-/L·d) y la Race/don para las diferentes concentraciones utilizadas 

de los cinco compuestos fenólicos ensayados: 2,4D, 2,4DCF, 4CF, 2CF y fenol durante las 

cinéticas de inhibición. De acuerdo a los valores de la CI50 (Tabla 3.3), el 2,4DCF fue el 

más inhibitorio sobre el proceso de sulfato-reducción (CI50 de 0.106 mM) mientras que la 

CI50 del 2CF y el 4CF fue de 0.78 y 0.84 mM respectivamente, siendo el fenol el menos 

inhibitorio con una CI50 de 152.3 mM. En general, se observó que la adición de los 

compuestos clorofenólicos produjo diferentes grados de inhibición sobre el consumo de 
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sulfato conforme la concentración del tóxico se incrementaba, disminuyendo la velocidad 

volumétrica de consumo del SO4
2 . 

 

Tabla 3.2. Velocidad volumétrica de sulfato-reducción y relación aceptor-donador.  

 

 

Tabla 3.3. Valores de la CI50 de los compuestos fenólicos ensayados.  

Compuesto CI50 (mM) 

2,4DCF 0.11 

2,4D 0.13 

2CF 0.78 

4CF 0.84 

fenol 1.53 

 

 

Con respecto a la Race/don, (Tabla 3.2) se observó que el valor fue menor en presencia 

de los compuestos fenólicos, indicando que el transporte de electrones del donador (etanol) 

al aceptor (sulfato) fue afectado, probablemente el proceso respiratorio se interrumpió a 

nivel de membrana. Lo anterior se basa en la explicación propuesta por Sikkema y col. 

    2,4DCF  2,4D  2CF 4CF  Fenol 

mM qmax Race/don mM qmax Race/don mM qmax Race/don qmax Race/don mM qmax Race/don 

0 0.66 0.75 0 0.52 0.58 0 0.52 0.58 0.66 0.75 0 0.66 0.75 

0.06 0.44 0.72 0.02 0.38 0.59 0.19 0.32 0.63 0.55 0.71 1.6 0.32 0.45 

0.15 0.22 0.62 0.04 0.3 0.54 0.58 0.28 0.63 0.48 0.65 3.19 0.27 0.38 

0.31 0.21 0.52 0.11 0.28 0.5 1.67 0.20 0.51 0.17 0.54 6.37 0.24 0.47 

0.46 0.21 0.54 0.22 0.18 0.48 2.33 0.17 0.43 0.12 0.52 12.75 0.24 0.46 

0.77 0.16 0.47 0.34 0.12 0.46 4.66 0.09 0.17 0 0 25.5 0.11 0.49 
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(1995) debido a que encontraron que este tipo de moléculas se pueden disolver en la 

membrana celular afectando el flujo de iones potasio y las proteínas lipídicas.    

Durante el tiempo de exposición (72 horas) de las pruebas no se observó 

deshalogenación de los clorefenoles así como tampoco del herbicida 2,4D debido a que no 

se detectó la acumulación de fenol o benzoato a pesar de que se adicionó una fuente de 

electrones (etanol) y de que se establecieron condiciones reductoras ya que se detectó la 

producción de sulfuro por la biopelícula no adaptada. Esto sugiere que no se estableció una 

competencia por captar los electrones donados por el etanol entre los aceptores de 

electrones, el sulfato y los clorofenoles, de tal forma que se promoviera la deshalogenación 

como se ha observado en otros estudios (Ensley y Suflita, 1995), la deshalogenación no se 

llevó a cabo en este estudio probablemente debido que la biopelícula no había sido expuesta 

con anterioridad a compuestos clorados, por lo que probablemente los microorganismos no 

produjeron enzimas deshalogenasas.  El efecto inhibitorio pudo afectar el transporte de 

electrones, así como en el proceso respiratorio del sulfato.  

 

3.2.2 Efecto inhibitorio de diclorofenoles 

En la Figura 3.1, se muestra el perfil de consumo del sulfato y el etanol cuando la 

biopelícula estuvo en contacto con el 2,4DCF, este compuesto presentó la mayor inhibición 

sobre la sulfato-reducción en la biopelícula, la velocidad volumétrica del consumo de 

sulfato disminuyó de 0.44 a 0.16 mmol SO4
2 /L·h y la velocidad volumétrica de consumo 

de etanol de 0.3 a 0.22 mmol etanol/L·h cuando se incrementó la concentración del 

compuesto tóxico de 0.06 a 0.77 mM. 
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Figura 3.1. Perfiles de la degradación de (a) sulfato y (b) etanol en presencia de 2,4DCF a 
0.06 y 0.77 mM. EtOH: etanol; Ac: acetato; HS-: sulfuro;  SO4

2-: sulfato. 

 

El 2,4D ejerció un efecto similar sobre el consumo de sulfato y de etanol al observado 

con el 2,4DCF como se muestra en la Figura 3.2. En el caso del herbicida no se observó la 

hidrólisis del enlace fenoxi, debido a que no se detectó el 2,4DCF que es el producto 

intermediario de esta reacción, la cual es el paso inicial en su degradación como fue 

reportado por Gibson y Suflita (1993).  

 
Figura 3.2. Perfiles de la degradación de (a) sulfato y (b) etanol en presencia de 2,4D a 
0.02 y 0.34 mM. EtOH: etanol; Ac: acetato; HS-: sulfuro;  SO4

2-: sulfato. 
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El valor de qmax disminuyó en un 77%  a 0.34 mM de 2,4D con respecto al control (sin 

la adición de 2,4D), mientras que la Race/don disminuyó en un 20%. Del mismo modo para el 

caso del 2,4DCF la Racc/don disminuyó en un 28% a la misma concentración (Tabla 3.2), lo 

que indicó que el 2,4D y el 2,4DCF tuvieron un efecto inhibitorio menor en el consumo del 

donador de electrones (Figura 3.1b y 3.2b) y mayor con respecto al consumo de sulfato en 

la biopelícula (Figura 3.1a y 3.2a), observándose una CI50 de 0.13 mM para el 2,4D. Estos 

resultados, concuerdan por lo reportado por DeLorenzo y col. (2001) quienes reportaron la 

toxicidad del 2,4D y su intermediario 2,4DCF en Vibrio fisheri y microalgas, observando 

que el 2,4DCF fue más inhibitorio que el 2,4D.  

En la actualidad hay pocos reportes sobre niveles de toxicidad o inhibición de 

clorofenoles bajo sulfato-reducción, la mayoría de los estudios solo reportan degradación 

de estos compuestos. 

 

3.2.3 Efecto inhibitorio de monoclorofenoles 

Los perfiles de consumo de sulfato y etanol, así como la producción de sulfuro y acetato 

a 0.19 y 4.66 mM que fueron las concentración mínima y máxima evaluadas para el 2CF y 

el 4CF se muestran en la Figura  3.3. 
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Figura 3.3. Degradación de sulfato (a y b) y etanol (c y d) en presencia de 2-clorofenol 
(columna derecha) y 4-clorofenol (columna izquierda) a 0.19 y 4.66 ppm. EtOH: etanol; 
Ac: acetato; HS-: sulfuro; SO4

2-: sulfato. 

 

Ambos fenoles monoclorados tuvieron un efecto similar de toxicidad sobre la sulfato-

reducción (Figura 3.3 a y b). Se encontró que para la más alta concentración evaluada (4.66 

mM) del 4CF se produjo la máxima toxicidad y se inhibió totalmente el proceso 

respiratorio (la sulfato-reducción y el consumo de etanol).  A 1.67 mM de 4CF, la qmax de 

sulfato-reducción fue similar a la qmax del 2CF a 2.33 mM (Tabla 3.2). En estas 

concentraciones la sulfato-reducción disminuyó 74% y 67% para el 4CF y el 2CF, 

respectivamente.  

Se observó que a 4.66 ppm, hubo una disminución de 82% en la velocidad 

volumétrica de consumo del sulfato (qmax) mientras que la Race/don disminuyó 70%, por lo 
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que la sulfato-reducción fue inhibida casi en su totalidad (Figura 3.3a). En comparación con 

el 4CF a la misma concentración la sulfato-reducción y el consumo de etanol fueron 

inhibidos en su totalidad (Figura 3.3 b y d), lo que indica que la posición para- tiene un 

efecto más inhibitorio en el proceso respiratorio de acuerdo a los valores de la qmax y Race/don 

(Tabla 3.2). Estos resultados son similares a lo reportado en la literatura para consorcios 

metanogénicos en donde la posición para- presentó una mayor toxicidad (Ennik-Marsen y 

col. 1998).  

 

3.2.4 Valores de CI50 y su relación con la estructura molecular 

De todos los compuestos evaluados el fenol fue el que presentó la menor toxicidad, 

ya que a una concentración de 25.5 mM la qmax de la sulfato-reducción decreció 83% con 

respecto al control (Tabla 3.1), mientras que la Race/don solo se redujo 34% lo que indicó que 

el proceso respiratorio no fue inhibido completamente. La CI50 fue de 1.53 mM y el fenol 

no fue oxidado ni mineralizado durante la duración de las cinéticas.  

 

De acuerdo a los valores de CI50 para cada uno de los compuestos evaluados, se 

encontró que la toxicidad se incrementó de acuerdo al número de átomos de cloro presentes 

en la molécula, como se puede observar en la Figura 3.4.      
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Figura 3.4. Valores obtenidos para los clorofenoles y el fenol. 

 

De acuerdo a los valores de la CI50 (Tabla 2.3) para los fenoles clorados, se observó 

una relación entre el número de átomos de CI- y su posición con respecto a la toxicidad 

ejercida en la biopelícula siendo el 2,4D y el 2,4DCF los compuestos más tóxicos como se 

puede observar en la Figura 3.4, con una CI50 de 0.11 y 0.13 mM respectivamente, estos 

valores en comparación con la toxicidad de los monoclofenoles fueron 6 veces más bajas, 

debido a que la CI50 para el 2CF y 4CF fue cercana a 0.77 mM.  También se observó con 

respecto a los valores de qmax que el 2,4D y 2,4DCF tuvieron una velocidad de consumo de 

sulfato a 0.34 y 0.46 mM respectivamente, similar a la de los monoclorados a una 

concentración de 2.33 mM (Tabla 1.3). Los valores de la CI50 indicaron que la mayor 

inhibición en la biopelícula sulfato reductora fue observada para el 2,4DCF seguida de 

2,4D>2CF>4CF y fenol. Resultados similares fueron reportados por Uberoi y Bhattacharya 
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más inhibitorio que el 2CF y 4CF, sin embargo encontraron en el caso de los monoclorados 

que el 4CF fue más toxico que el 2CF.  

Por otra parte se observó una relación entre la CI50 y el coeficiente de partición Kow 

de los clorofenoles evaluados en este estudio, como se muestra en la Figura 3.5.  

 

Figura 3.5. Relación entre el Kow y la CI50 observada para el 2,4D y sus intermediarios.   

 

En donde se puede observar que conforme se incrementa la hidrofobicidad del 

compuesto, aumenta la toxicidad. Estos resultados concuerdan con lo reportado por 

Sikkema y col. (1995) en donde observaron que los hidrocarburos con un mayor índice Kow 

producían una mayor toxicidad en los microorganismos. Este efecto tóxico se podría deber 

a que las moléculas con mayor hidrofobicidad tienden a disolverse con mayor facilidad en 
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se llevan a cabo a este nivel (Sikkema y col. 1995). 
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Por otra parte en este estudio también se observó que los clorofenoles pueden afectar 

o desestabilizar la sulfato-reducción, así como la transferencia de electrones debido a que 

solo se afectó el consumo de sulfato y no de etanol el cual fue consumido casi en su 

totalidad en todos los ensayos excepto con el 4CF a 4.66 mM.  

La falta de degradación y de mineralización de los compuestos fenólicos se pudo 

deber a la ausencia de las enzimas responsables de la deshalogenación y degradación del 

fenol las cuales son enzimas inducibles como lo  han señalado Holliger y col. (2003) y 

otros autores, ya que se ha observado que cultivos microbianos que estuvieron en contacto 

con clorofenoles por largos periodos de tiempo fueron capaces de degradarlos en 

comparación con cultivos no adaptados. En un estudio llevado a cabo con un consorcio 

microbiano sulfato reductor proveniente de sedimento marino se observó la 

deshalogenación y degradación de 2-clorofenol, 3-clorofenol y 4-clorofenol después de 5 

años de exposición a los compuestos tóxicos (Bossert y col. 2003).    

 

3.3 Conclusiones 

Los clorofenoles afectan el proceso respiratorio del sulfato en la biopelícula, 

inhibiendo la sulfato-reducción y el consumo de etanol. Los fenoles clorados no fueron 

degradados por la biopelícula inmovilizada con etanol, ni en concentraciones bajas (5 ppm 

de 2,4D), a pesar de que se adicionó un donador alterno de electrones. El fenol fue el 

compuesto que produjo el menor efecto inhibitorio, lo que indicó que los átomos de Cl- en 

la molécula, así como su número en la complejidad de la molécula incrementan los niveles 

de toxicidad. Con respecto al índice CI50 el nivel de toxicidad fue 2,4DCF> 2,4D> 2CF> 

4CF> fenol.  
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4.1 Introducción  

El 2CF se encuentra entre los monoclorados con mayor espectro de aplicaciones a 

nivel industrial debido a que se utiliza para la fabricación de herbicidas y desinfectantes, 

entre otros usos, por tal motivo se ha detectado en el ambiente, principalmente en 

ecosistemas acuáticos y terrestres (Stringer y Johnston, 2001), por otra parte también se ha 

encontrado que se produce por reacción química durante la potabilización del agua con 

hipoclorito y durante los incendios forestales (Czaplicka, 2004). Por lo tanto es motivo de 

preocupación ambiental debido a que es un compuesto tóxico a los seres vivos. 

En condiciones anaerobias, los compuestos fenólicos halogenados como el 2CF son 

reducidos biológicamente con el consumo de dos electrones provenientes de un donador de 

electrones, esta reacción es llevada a cabo por enzimas deshalogenasas, que debido a las 

características de sus sitios activos son capaces de transportar electrones al anillo aromático 

(van Peé y Unversucht, 2003), produciendo fenol el cual es metabolizado hasta acetato, 

bajo condiciones de sulfato-reducción a través de la ruta metabólica de la Benzoil-CoA 

(Harwood y col, 1999). Cuando el proceso respiratorio de la deshalogenación reductiva está 

acoplado a la generación de energía por el metabolismo microbiano se le conoce como 

halorespiración (Beaudette y col. 2002)   

Se ha reportado que la presencia de sulfato puede provocar una competencia por los 

electrones donados entre los sulfoaniones producidos (aceptores de electrones) y los 

compuestos clorados aromáticos que actúan como aceptores alternos de electrones, de tal 

manera que el proceso sulfato reductor puede llevarse a cabo lentamente, y se puede 

favorecer la deshalogenación y la sulfato-reducción con la adición de donadores de 
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electrones como son el ácido láctico, ácido fórmico, acetato, piruvato, etanol, glucosa e H2 

(Ensley y Suflita, 1995).         

En la actualidad existen reportes de la degradación de compuestos aromáticos 

halogenados bajo condiciones de sulfato-reducción (Häggblom, 1998, Häggblom y col. 

2000). Chang y col. (2004) evaluaron la degradación del 2CF en una biopelícula sulfato 

reductora alimentada con H2 como fuente de electrones y el clorofenol como fuente de 

carbono en un reactor en continuo, observaron eficiencias de remoción del 80% de 2CF 

acoplada a la sulfato-reducción.  

La degradación anaerobia de clorofenoles, así como de otros compuestos halogenados 

es posible gracias a que los microorganismos son capaces de acoplar la deshalogenación 

reductiva con la conservación de energía, a este proceso se le llama deshalorespiración, y 

está considerado como una reacción bioquímica ambientalmente importante llevada a cabo 

por las bacterias anaerobias capaces de transformar o degradar este tipo de compuestos 

(Holliger y col. 1999). Actualmente se han aislado bacterias sulfato reductoras capaces de 

acoplar la degradación de compuestos monoclorados y el consumo de sulfato como 

Desulfomonile tiedjei, cepa 2CB-1 y Desulfovibrio dechloroacetivorans SF3, entre otras, 

mientras que bacterias del género Desulfitobacterium spp. son capaces de degradar mono, 

tri y pentaclorofenoles usando sulfito como aceptor terminal de electrones (Sun y col. 2000; 

Löffler y col. 2003). 

Para lograr que se lleve a cabo este proceso se necesita de una aclimatación del 

inóculo la cual puede variar desde 50 días hasta 200 días, se ha observado que durante este 

tiempo de contacto con los compuestos tóxicos, las bacterias son capaces de expresar los 

genes que codifican las enzimas deshalogenasas que les permiten metabolizar los 
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compuestos (Heider y Rabus, 2008).  Por lo que se requiere de nuevas estrategias para 

reducir el tiempo de aclimatación y así acortar los tiempos de degradación. 

Durante esta parte del proyecto y con base en los ensayos de toxicidad se decidió 

alimentar el 2CF como compuesto tóxico debido a que no es una molécula compleja, 

además de que no causa inhibición en el consumo de sulfato a bajas concentraciones, por 

otra parte se utilizo un reactor LFFD debido a que por sus características hidrodinámicas 

tiene una mejor agitación y mezcla y presenta menos zonas muertas comparado con otros 

reactores como es el UASB, además la recirculación ayuda a diluir la concentración del 

compuesto toxico.   

 En este ensayó se utilizó una estrategia con incrementos de concentración de 2CF, así 

como de SO4
2- y ácido fórmico como se describe en el apartado 2.1.7 de materiales y 

métodos, para favorecer la aclimatación al 2CF de una biopelícula en un reactor LFFD y se 

comparó con un reactor UASB inoculado con lodo floculento. Durante éste experimento se 

sustituyo el etanol por ácido fórmico para garantizar que la fuente de carbono se mineralice 

por completo hasta CO2 y done los electrones necesarios para la sulfato-reducción, ya que 

como se observó en las cinéticas de toxicidad, el etanol solo fue mineralizado a acetato 

afectando la producción de electrones.  

4.2 Resultados 

4.2.1 Operación en continuo del reactor LFFD 

El reactor fue operado en continuo por un periodo de 90 días, utilizando una 

estrategia de incrementos de carga como se describe en la Tabla 4.1. Cada etapa tuvo una 

duración aproximada de 30 días. En el reactor UASB se incrementó la concentración de 
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SO4
2- y de HCO2H en el influente, considerando la concentración de biomasa en el reactor, 

la cual fue mayor que en el reactor LFFD.    

 

Tabla 4.1. Concentraciones de los sustratos y 2CF para los reactores en cada etapa.  

Compuesto Reactor  Etapa  

  1a 2a 3a 

2CF [mM] 
LFFD 

0.19 0.27 0.39 
UASB 

  SO4
2-[mM] 

LFFD 5.2 7.8 10.4 

UASB 7.08 10.6 14.1 

HCO2H [mM] 
LFFD 41.3 62.4 82.6 

UASB 58.0 87.5 115.0 

 

 

 Como se puede ver en la Figura 4.1a, durante la primera etapa el reactor LFFD se 

alimentó con una concentración de 0.19 mM de 2CF, y se observó un consumo promedio 

de 0.06 ±0.02 mM de 2CF, por otra parte durante los primeros 7 días de operación se 

observó la formación de fenol alcanzando una concentración máxima de 0.055 mM (Figura 

4.2a).  
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Figura 4.1. Perfil de 2CF (a) y sulfato y sulfuro (b) durante la operación en continuo del 
reactor LFFD con incrementos de 2CF, SO4

2- y formiato. 

 

La producción de fenol fue evidencia de la deshalogenación del 2CF como se ha 

reportado (Field y Sierra-Alvarez, 2008). Al mismo tiempo se detectó acetato (0.2 mM) el 

cual fue degradado junto con el fenol en los siguientes 10 días de operación (Figura 4.2a).  

Durante la 2ª y 3ª etapa se incrementó la concentración de 2CF (Tabla 4.1), la 

concentración real promedio cuantificada a la entrada fue de 0.24±0.01 y 0.34±0.01 mM, 

respectivamente. Se observó un consumo de 0.04 ± 0.02 y 0.08 ± 0.03 mM de 2CF 

correspondiente a una eficiencia de consumo de 17.9 y 23% para la segunda y tercera etapa. 

Se observó una disminución en la eficiencia de consumo del 2CF, al comparar dichas 

eficiencias con la que se obtuvo en la primera etapa (39%). Lo anterior apunta a que pudo 

existir un efecto inhibitorio causado por el rápido incremento en la concentración del 2CF, 

ya que cada etapa fue de 30 días lo que no permitió la adaptación de la biopelícula al 

compuesto, está reportado que se requieren periodos mayores a 50 días para alcanzar un 

80% de consumo de 2CF (Chan y col. 2004; Häggblom y col. 1993). En estas etapas no se 
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detectó fenol o acetato (Figura 4.2 a) y se observó una velocidad especifica de consumo de 

2CF de 0.019 mM/(gSVI·d) en promedio de las 3 etapas. 

Con respecto al SO4
2-, a la mitad de la primera etapa se observó una disminución en el 

consumo del sulfato del 94% en los primeros 18 días al 71%  (Figura 4.1b, Tabla 4.2) 

durante esta etapa se observó en promedio un consumo de sulfato del 84% (4.76±0.7 mM) 

y una velocidad volumétrica (q) de 0.9 mmol-SO4
2-/L·d. Posteriormente en la 2ª etapa el 

consumo de sulfato alcanzó un 90% (7.3±0.6mM) decayendo para la última etapa hasta 

78% (8.59±1.0 mM). Esto se pudo deber al efecto tóxico del 2CF en el consumo de sulfato 

como se ha reportado anteriormente en donde se ha observado que conforme se incrementa 

la concentración de 2CF la actividad sulfato reductora va disminuyendo y a una 

concentración de 0.77 mM la actividad sulfato reductora se inhibe 50% (García-Cruz y col. 

2010), sin embargo se observó que la velocidad de utilización de sulfato se incrementó en 

1.46 y 1.72 mmol-SO4
2-/L·d para la 2ª y 3ª etapa, respectivamente. Esto se debió al 

incremento en las concentraciones de sulfato para cada etapa. Un efecto similar también se 

observó en la formación de HS-, debido a que la concentración se incrementó en cada etapa 

siendo de 3.1±1.3 mM para la primera etapa y de 5.0±0.8 y 7.1±0.6 mM para la segunda y 

tercera etapa, respectivamente (Figura 4.1 b).  

En contraste con el sulfato, el 2CF no afectó al donador de electrones ya que el 

formiato se consumió totalmente durante las tres etapas y fue mineralizado hasta HCO3
െ, 

recuperándose aproximadamente el 100% del carbono alimentado como ácido fórmico 

(Figura 4.2, Tabla 4.3) y durante el tiempo de operación no se detectó CO2 debido a que el 

pH del reactor se mantuvo en 9.2. Por lo que el efecto del 2CF en el consumo de sulfato se 

pudo deber a la interacción del clorofenol con la membrana celular y por lo tanto afectar el 
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consumo de sulfato o el flujo de electrones (Sikkema y col. 1995). Se observó que el 

reactor alcanzó un potencial oxido-reductor (E°) de -143.0 mV (Figura 4.3) lo que indicó 

que se encontraba en condiciones de sulfato-reducción (Lovley y col. 1994). El balance de 

azufre indicó una pérdida aproximada de 15% (Tabla 4.2) durante los 90 días de operación 

la cual se pudo deber a la formación de S0 en la parte superior del reactor debido a la 

presencia de aire, el cual reaccionó con el HS- producido (Steudel, 2000), dicho azufre 

elemental no fue cuantificado durante el tiempo de experimentación.    

       

 
Figura 4.2. Formación de acetato y fenol (a) y consumo de ácido fórmico (b) durante la 
operación del reactor LFFD. 
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Tabla 4.2. Balance de azufre para los reactores LFFD y UASB en las tres etapas. 

Etapa Reactor 

Influente 
(mM) Efluente (mM) Recuperado 

(%) S-SO4
2- S-SO4

2- S-HS- 

1ª 
LFFD 5.7 ±0.4 0.89 ±0.8 2.9 ± 1.3 66.9 ±17.9 

UASB 7.2 ±0.6 5.30 ±1.4 1.78 ±0.8 97.2 ±9.6 

2ª 
LFFD 8.0 ±0.2 0.74 ±0.7 5.0  ± 0.8 71.8 ±15.0 

UASB 10.5 ± 0.8 2.76 ±1.0 6.63 ±1.3 88.8 ±11.9 

3ª 
LFFD 10.9 ±0.7 2.3 ±0.6 7.1 ±0.6 86.7 ±11.5 

UASB 14.9 ±0.9 6.66 ±1.0 6.04 ±1.3 85.4 ±11.0 

 

 

 

 
Figura 4.3. Perfil de pH y E° en el reactor LFFD durante los incrementos de carga.  
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Tabla 4.3. Balance de carbono para los reactores LFFD y UASB durante las tres etapas. 

Etapa Reactor 

 Influente 

(mM) 
Efluente (mM) Recuperado 

(%) 
C-HCOO- C-HCOO- C-HCO3

- 

1ª 
LFFD 34.2 ±5.3 0.36 ±0.83 40.5 ± 6.6 119.5 ±17.5 

UASB 52.5 ±3.1 0 53.9 ±17.3 102.1 ±16.3 

2ª 
LFFD 55.4 ±4.9 1.7 ± 2.4 55.8 ± 4.7 103.9 ±8.0 

UASB 82.4 ±5.1 1.1 ±2.1 80.7 ±4.7 99.3 ±7.5 

3ª 
LFFD 88.0 ±3.1 0 82.4 ±7.5 93.6 ±10.6 

UASB 115.5 ±5.5 3.31 ±3.9 112.3 ±6.2 100.1 ±9.2 

Nota: no se consideró en la tabla el carbono proveniente del 2CF consumido debido a que fue menor a la 
desviación estándar en cada etapa  (LFFD: 1ª 0.39, 2ª 0.26, 3ª 0.46 mM; UASB: 1ª 0.55, 2ª 0.26, 3ª 0.46 mM 
de carbono). 
 
 

4.2.2 Operación en continuo del reactor UASB 

El reactor UASB se operó bajo las mismas condiciones que el reactor LFFD (Tabla 

4.1). Durante la primera etapa el reactor alcanzó una degradación de 2CF de 50% (Figura 

4.4a), en la cual consumió 0.09 ±0.035 mM, ésta fue la mayor concentración consumida 

que se observó durante los 90 días de operación del reactor, ya que en la segunda etapa sólo 

se consumió 21% (0.6±0.02 mM) y decayó durante la 3ª etapa hasta 14% en donde se 

observó un consumo de 0.5±0.02 mM. Lo que indicó que el lodo perdió la capacidad de 

consumo del 2CF conforme se incrementó la concentración del mismo, esto se pudo deber 

posiblemente a un efecto inhibitorio causado por el 2CF sobre las bacterias que llevaron a 

cabo la deshalogenación. Resultados similares fueron reportados por Ye y Shen (2004) al 

alimentar diferentes clorofenoles (2CF, 3CF y 4CF) en un reactor, observaron que al 

incrementar la concentración de clorofenol, el lodo disminuyo la capacidad de degradar el 

compuesto y no se adapto después de 100 días de alimentación. La degradación del 2CF 
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siguió la ruta metabólica de la deshalogenación reductiva debido a que durante los primeros 

20 días de operación se detectó fenol  (Harwood y col, 1999), alcanzando una máxima 

concentración de 0.05 mM en el día 2, también se detectó acetato (0.4 mM) durante este 

periodo de tiempo (Figura 4.5). Al final del tiempo de operación se observó una velocidad 

especifica promedio de consumo de 2CF de 0.0007 mM/(gSSV·d).      

 

 

Figura 4.4. Perfil de consumo de 2CF (a) y SO4
2-(b) en el reactor UASB durante la 

operación en continuo.   

Durante la primera etapa cuando se alimentó el reactor con 0.18±0.008 mM de 2CF, 

se observó que sólo se consumió el 27% (1.98±1.0 mM) del SO4
2െ (Figura 4.4b; Tabla 4.2), 

a una velocidad volumétrica de 0.4 mmol-SO4
2െ/L·d. En la siguiente etapa hubo un mayor 

consumo de sulfato alcanzando 74% (7.81±1.58mM) como se puede observar en la Figura 

4.4b, en tanto que la velocidad volumétrica fue de 1.56 mmol-SO4
2െ/L·d, en esta etapa se 

encontró el mayor consumo, ya que en la 3ª etapa cuando se adicionó una concentración de 

0.33±0.01 mM de 2CF el consumo de sulfato decayó hasta 55% al consumirse sólo 8.22 

±1.56 mM del sulfato alimentado (15 mM), y la velocidad volumétrica se estabilizó en 1.64 
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mmol-SO4
2െ/L·d. Esto se pudo deber, como se mencionó anteriormente, al efecto sobre el 

2CF en la membrana celular. Comparando ambos reactores, el análisis de varianza 

(ANOVA) indicó que no hay diferencia significativa (α<0.05) en el consumo de 2CF entre 

los reactores, más sin embargo al comparar las velocidades especificas de consumo de 2CF 

(LFFD 0.019 mM/(gSVI·d) y UASB 0.0007 mM/(gSSV·d)) el reactor LFFD fue más 

eficiente. 

La comparación de los reactores con respecto al consumo de sulfato se discute más 

detalladamente en la sección de balance de electrones.  

El consumo de formiato siguió un perfil similar al observado en el reactor LFFD ya 

que se consumió 100% en todas las etapas y no fue afectado por los incrementos en la 

concentración del 2CF (Figura 4.5b, Tabla 4.3) por lo que se recuperó cerca del 100% de 

carbono en todas la etapas. Durante el tiempo de operación del reactor el pH se estabilizó 

en 9.1 debido a la formación de HCO3
െ proveniente del formiato, por lo que no se detectó 

producción de CO2 y durante la operación del reactor se observó que el E° fue 

disminuyendo hasta alcanzar un valor aproximado de -146.5 mV (Fig. 4.6), el cual fue 

similar en el reactor LFFD.  
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Figura 4.5. Producción de fenol y acetato (a) y consumo de ácido fórmico (b) durante la 
operación del reactor UASB con incrementos de carga. 

 

 

 
Figura 4.6.  Perfil de pH y E° durante la operación del reactor UASB. 
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4.2.3 Balance de electrones 

Como se puede observar a partir del balance de electrones de ambos reactores (LFFD 

y UASB), durante las tres etapas se produjeron los electrones necesarios para la sulfato-

reducción y la deshalogenación del 2CF (Tabla 4.4), esto debido, como se mencionó 

anteriormente, a que el 2CF no afectó la mineralización del fórmico en ninguno de los 

reactores. Sin embargo se puede observar que en ambos reactores el 2CF afectó el 

transporte de electrones hacia el SO4
2െ a pesar del exceso de electrones provenientes de la 

mineralización del ácido fórmico. En las bacterias sulfato reductoras el trasporte de 

electrones se lleva a cabo por los citocromos que se encuentran en la membrana celular 

(Wall y col, 2008), estas proteínas se pudieron desestabilizar por el 2CF que se puede 

disolver en la capa lipídica como fue reportado por Sikkema y col. (1995). 

 

Tabla 4.4. Balance de electrones para ambos reactores en cada etapa.  
   miliequivalentes (meq) de electrones  

Reactor 2CF (mM) 
deshalogenado 

Donados  Usados 

Ácido 
fórmico Fenol 

 Sulfato 
reducción 

Dehalogenación 
del 2CF 

En otros 
procesos 

LFFD 
0.06 67.71 1.81  38.13 0.13 31.26 
0.04 107.35 1.19  58.41 0.08 50.04 
0.07 176.04 2.15  68.73 0.15 109.31 

UASB 

0.09 105.06 2.56  15.84 0.18 91.60 

0.05 162.69 1.59  62.46 0.11 101.70 

0.05 224.34 1.37  65.74 0.09 159.87 
 

Comparando ambos reactores con respecto al consumo de sulfato,  se observó que el 

reactor UASB (Figura 4.4b) presentó un menor consumo en comparación al reactor LFFD 

(Figura 4.1b) durante las tres etapas de operación. La configuración del reactor LFFD 
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favoreció el consumo de sulfato, disminuyendo el efecto tóxico del 2CF, debido al 

mezclado que se da en el reactor mediante la recirculación del efluente lo que permite diluir 

la concentración del compuesto tóxico (Buitrón y col. 2006) teniendo un menor efecto en el 

transporte de electrones hacia la cadena respiratoria del  SO4
2െ en el microorganismo. 

 En el caso del reactor UASB se observó que el 2CF tuvo un efecto negativo en el flujo 

de electrones hacia el SO4
2െ durante la primera y tercera etapa como se puede observar en 

las Tablas 4.2 y 4.4. 

Los electrones que no fueron usados para reducir sulfato o deshalogenar el 2CF, se 

pudieron consumir en otros procesos metabólicos como la producción de biomasa o 

metanogénesis. Rittman y McCarty (2001) han reportado que los microorganismos ocupan 

una fracción de los electrones producidos para la síntesis de biomasa, que en condiciones 

anaerobias, es de aproximadamente 10% y el resto de electrones lo utilizan para la 

producción de metabolitos secundarios, energía de mantenimiento así como la reducción 

del aceptor de electrones (HCO3
‐ ,SO4

2-, etc.). Para el reactor LFFD se realizaron cinéticas de 

actividad sulfato reductora y metanogénica con las biopartículas con un tiempo de duración 

de 16 días alimentando únicamente fenol como fuente de carbono a una relación 

DQO/SO4
2-=0.76. En las cinéticas sulfato reductoras se observó que el fenol (0.446 mM) 

fue transformado a acetato (0.886 mM) y después éste fue mineralizado probablemente a 

carbonato, por otra parte en las actividades metanogénicas (sin la adición de SO4
2-) no se 

detectó la formación de metano, a pesar de que en ambas cinéticas no se observó actividad 

metanogénica, está reportado (Celis-García, 2004) que hay producción de metano bajo 

sulfato-reducción debido a la competencia por la fuente de carbono por las bacterias 
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metanogénicas, encontrando que a relaciones de DQO/SO4
2- mayores a 1 las bacterias 

metanogénicas consumían alrededor del 50% de la DQO alimentada a su sistema.   

 

4.3 Conclusiones 

En el reactor LFFD se logró obtener un mayor porcentaje de degradación de 2CF en 

la primera etapa que fue de 39%. El consumo de sulfato fue disminuyendo conforme se fue 

incrementando la concentración de 2CF, por otra parte el ácido fórmico fue mineralizado 

completamente mostrando un perfil similar al de las cinéticas de inhibición para la fuente 

de carbono ya que en ambos experimentos el consumo de carbono no se vio afectado por el 

compuesto tóxico (Cap. 3, apartado 3.2.3). En el reactor UASB la degradación máxima de 

2CF alcanzada fue de 51% de 2CF en la primera etapa, la cual disminuyó en las siguientes 

2 etapas. El consumo de SO4
2െ también se afectó con los incrementos en la concentración 

del 2CF mientras que el ácido fórmico también fue consumido  en todas la etapas como en 

el reactor LFFD, evidenciando nuevamente de que el 2CF afecta el proceso respiratorio del 

sulfato.  

Como se pudo observar en ambos reactores, las condiciones de operación 

(incrementos de ácido fórmico, sulfato y 2CF) no favorecieron la selección o adaptación de 

la biomasa para degradar el 2CF, estos resultados son diferentes a los reportados en la 

literatura en reactores UASB y LFFD, en donde se ha observado que las condiciones de 

operación y el tipo de co-sustrato utilizado ayudaron a adaptar biomasa capaz de degradar 

el 2CF en aproximadamente 50 días (Vacca y col. 2008; Chen y col. 2004). Ya que se ha 

reportado que la variación de estos parámetros, así como las condiciones hidrodinámicas,  

ambientales y el tipo de soporte utilizado, seleccionan a los microorganismos que son 
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capaces de adherirse a la superficie, lo que posteriormente afecta al desarrollo y a las 

propiedades físicas y químicas de la biopelícula (Liu y Tay, 2002; Shieh y Keenan, 1986).  

Al evaluar los resultados observados para la degradación del 2CF, la estrategia de 

operación utilizada en ambos reactores no fue la adecuada debido a que no se alcanzo el 

objetivo de adaptar la biopelícula y el lodo al 2CF.  
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5.1 Introducción 

Durante la sulfato-reducción la relación másica gDQO/gSO4
2- es uno de los 

parámetros más importantes ya que dependiendo de su valor se pueden favorecer ciertos 

procesos e inhibir otros. Esta relación representa los gramos de materia orgánica expresada 

como demanda química de oxígeno (gDQO) por gramo de sulfato presente en el medio. 

Estequiométricamente, para reducir un mol de SO4
2- hasta sulfuro, la relación debe de ser de 

0.67  DQO/SO4
2- (Lens y col. 1998) en donde la materia orgánica aporta 8 electrones 

necesarios para la reducción de sulfato hasta S2-. 

Se ha observado que durante el tratamiento de aguas residuales industriales 

provenientes de refinerías del petróleo, producción de aceite de palma, así como de la 

producción de melazas y acido cítrico, las cuales contienen una alta concentración de 

materia orgánica y sulfato (Speece, 1996),  la relación gDQO/gSO4
2- puede favorecer la 

metanogénesis o la sulfato-reducción (Wang y col. 2008). Sing y Viraraghavan (1998) en el 

arranque de reactores UASB metanogénicos, fijaron la relación DQO/SO4
2- en 2 y de 

acuerdo a las condiciones de operación del reactor, observaron que a este valor predomina 

la actividad sulfato reductora sobre la metanogénica, consumiendo alrededor de 75% de la 

materia orgánica, lo cual si se incrementa este valor se ve favorecida la metanogénesis 

como lo han reportado O´Reilly y Colleran (2006). Sin embargo, en estudios llevados a 

cabo con modelos matemáticos se ha propuesto que a valores de gDQO/gSO4
2-= 6 y con una 

concentración de sulfato por arriba de 0.6 g/L ambos procesos se pueden inhibir como lo 

han reportado Vavilin y col. (1994).  
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En la eliminación de compuestos halogenados, específicamente clorofenoles, se ha 

reportado que la relación DQO/SO4
2- influye en el proceso por el cual se degradan estos 

compuestos, ya que a relaciones menores a uno, posiblemente solo las BSR son las que 

llevan a cabo la deshalogenación de los clorofenoles (Basu y col. 2008; Häggblom y 

Young, 1995; Häggblom y col. 1993), mientras que a relaciones por arriba de éste, 

intervienen varias grupos de bacterias (Chang y col. 2004) entre ellas las fermentativas.  

Drzyzga y col. (2001) reportaron que en la degradación de tetracloroeteno con un co-

cultivo de Desulfovibrio sp. SULF1 y Desulfitobacterium frappieri TCE1,  en donde 

utilizaron lactato como fuente de electrones y una relación DQO/SO4
2-= 2, la bacteria sulfato 

reductora Desulfovibrio sp. cepa SULF1 fermentó la fuente de carbono para producir 

acetato e H2. El hidrógeno fue consumido por la bacteria deshalogenadora 

Desulfitobacterium frappieri TCE1 para reducir el compuesto clorado, el mecanismo 

propuesto se basa en la asociación sintrófica entre las dos bacterias y la transferencia de H2 

de una especie a otra.  

El objetivo de esta parte del trabajo, fue evaluar el efecto de la variación en la relación 

DQO/SO4
2- sobre la eliminación de 0.39 mM (50 mg/L) de 2CF por una biopelícula sulfato 

reductora. Utilizando dos reactores LFFD por un periodo de 98 días, de los cuales uno fue 

alimentado a una relación de 0.8 (R1) y el segundo a una relación de 2.2 (R2), empleando 

ácido fórmico como donador de electrones, como se describe en el apartado 2.1.8 de 

materiales y métodos. El desempeño de ambos reactores se comparó con los resultados del 

reactor LFFD del experimento reportado en el capítulo 4, el cual fue alimentado a una 

relación DQO/SO4
2- de 1.4 y en donde se encontró un consumo promedio de 0.06±0.02 mM 

de 2CF. 
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La concentración de 2CF empleada en este experimento se encuentra por debajo del 

umbral que causa inhibición en la biopelícula (CI50) de acuerdo a los resultados mostrados 

en el capítulo 3, apartado 3.2.1 que fue de 99.8 mg/L de 2CF. 

 

5.2 Resultados 

Ambos reactores se operaron bajo las condiciones que se describen en la Tabla 5.1. 

 

Tabla 5.1. Condiciones de operación y concentraciones de los sustratos utilizados para  los 
reactores a diferente relación DQO/SO4

2-.  

Parámetro 
Reactor 

1 2 

2CF [mM] 0.39 0.39 
2-
4gDQO / gSO  0.8 2.2 

TRH (d) 5 5 
2
4SO − [mM] 10.4 10.4 

Ql (mL/min) 0.277 0.416 

RF(L/d) 245.8 472.2 

HCO2H [mM] 50.0 136.8 

 

 

 

El medio base de alimentación de los dos reactores fue medio mineral Visser (1995). 

 

5.2.1 Operación del R1 a una relación DQO/SO4
2- de 0.8 

Durante la operación del R1 la concentración promedio de 2CF en el influente fue de 

0.38±0.012 mM y se observó una fase lag durante los primeros 20 días de operación en la 

cual no se degradó el 2CF (Figura 5.1). El máximo consumo de 2CF se alcanzó en el día 24 

(0.2 mM) y decreció hasta 0.095 mM en el día 98, después del día 26 y hasta el día 98 se 
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observó un consumo promedio de 0.1±0.027 mM de 2CF. Durante el tiempo de operación 

no se detectó la formación de fenol. 

El perfil de degradación del 2CF observado durante este experimento aparentemente se 

debió a una aclimatación parcial por parte de la biopelícula, debido a que la biomasa 

inmovilizada no estaba adaptado y por otra parte como el consumo de 2CF fue el mismo 

durante un periodo de 76 días (Figura 5.1),  por lo que no se observó que las condiciones de 

operación del reactor favorecieran a la microflora bacteriana capaz de consumir el 2CF 

totalmente. Estos resultados son diferentes a lo reportado en la literatura en donde se ha 

encontrado que una biopelícula formada a partir de un inóculo no adaptado y en 

condiciones de sulfato-reducción, fue capaz de adaptarse al 2CF en 40 días de operación 

(Chang y col. 2004), en contraste en experimentos llevados a cabo en sulfato-reducción con 

lodos no adaptados a clorofenoles, se ha reportado que el tiempo de adaptación al 2CF es 

mayor a 100 días (Häggblom y Young, 1990).  

  

 
Figura 5.1. Perfil de degradación del 2CF en el R1 durante 98 días de operación.   
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Con respecto al sulfato, durante el tiempo de operación se consumió un promedio de 

3.3±1.0 mM que correspondió a 32±1.0% del sulfato alimentado (Figura 5.2a) a pesar de 

que se alimentó a una relación DQO/SO4
2- de 0.8. Se ha reportado que en relaciones 

superiores a 0.67 se ve favorecido el consumo de sulfato por arriba de 70% (Celis-García, 

2004). La baja eficiencia en el consumo de sulfato se debe a la presencia del 2CF, ya que en 

trabajos previos se ha observado que el 2CF afecta la respiración del sulfato (García-Cruz y 

col. 2010).  

 
Figura 5.2. Consumo de sulfato (a) y de ácido fórmico (b) en el R1 a una relación 
DQO/SO4

2-=0.8. 

 

Sin embargo como se puede observar en la Figura 5.2a,  a partir del día 75 hasta el final 

del tiempo de operación, se observó un incremento en la concentración del sulfuro en el 

efluente, o en otras palabras se observó un incremento en el consumo de sulfato hacia el 

final de la operación del reactor. Este consumo de sulfato no se reflejó en un mayor 
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2CF se mantuvo sin cambios, lo que indicaría que la deshalogenación se pudo llevar a cabo 

por bacterias deshalogenadoras y no estar acoplada a la sulfato-reducción, ya que se ha 

reportado que la reacción de la deshalogenación se puede llevar a cabo independientemente 

del tipo de aceptor de electrones presente en el medio, debido a las interacciones de las 

bacterias presentes (Häggblom y col. 2000).  

Durante este trabajo se obtuvo una recuperación de 97% del azufre (Tabla 5.2), 

mientras que el ácido fórmico fue consumido totalmente, como se muestra en la Figura 

5.2b, y fue mineralizado hasta carbonato, con una recuperación de carbono de 88% (Tabla 

5.2), el faltante de carbono (12%) pudo usarse en síntesis de biomasa (Montalvo y 

Guerrero, 2003). Durante el tiempo de operación el pH del efluente se mantuvo en 8.8 

(±0.4) lo que favoreció que el sulfuro y el carbonato permanecieran en la fase líquida. 

Durante este experimento no se midió el potencial oxido-reductor del reactor.  

 

Tabla 5.2. Consumo y producción de especies azufradas y carbonadas durante los 98 días 
de operación de ambos reactores. 

Reactor Influente 
(mM) Efluente (mM) Recuperado 

(%) 

R1 

S-SO4
2- S-SO4

2- S-HS-  
10.5 ±0.24 7.2 ±1.01 3.0 ±1.65 97.0±1.6 

 
C-HCOOH 

 
C-HCOOH 

 
C-HCO3

-  

51.19 ±2.3 0 45.1 ±7.2 88.1±7.2 

R2 

S-SO4
2- S-SO4

2- S-HS-  
10.6 ±0.4 1.9 ±1.7 8.0 ±1.8 93.1±1.7 

 
C-HCOOH 

 
C-HCOOH 

 
C-HCO3

-  

138.8 ±1.6 3.6 ±12.6 124.2 ±10.6 92.1±12.6 
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5.2.2 Operación del R2 a una relación DQO/SO4
2-de 2.2 

Durante la operación del R2 se alimentó un promedio de 2CF de 0.39±0.015 mM. Con 

respecto al consumo de 2-clorofenol, no se observó una fase lag a diferencia del R1, ya que 

como se muestra en la Figura 5.3, el 2CF se consumió desde el primer día, obteniendo un 

consumo promedio de 0.09±0.027 mM. Durante el tiempo de operación se encontró que el 

máximo consumo fue en el día 72 (0.14 mM), por otra parte no se alcanzó la eliminación 

total del 2CF, como se ha reportado utilizando relaciones DQO/SO4
2- mayores a 1.0 (Chang 

y col. 2004). Sin embargo no se observó que la deshalogenación del 2CF estuviera acoplada 

a la sulfato-reducción, debido a que el 2CF no presentó el mismo perfil de consumo durante 

el tiempo de operación del reactor (Figuras 5.3 y 5.4a), lo que evidenciaría que no hubo una 

competencia por los equivalentes de electrones entre el 2CF y el sulfato aportados por el 

ácido fórmico. 

 
Figura 5.3. Perfil de degradación del 2CF en el R2.  
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En estudios llevados a cabo por Drzyzga y col. (2001) evaluaron la degradación de 

moléculas cloradas como el tetracloroeteno en donde utilizaron varias relaciones DQO/SO4
2- 

mayores a 2, alimentando lactato como fuente de carbono y electrones, observaron que no 

hubo una competencia entre el sulfato y el compuesto halogenado por los electrones 

donados lo que permitió que se llevara a cabo la deshalogenación.      

Durante el tiempo de operación del reactor no se detectó fenol ni acetato. Se observó 

que el consumo máximo de 2-clorofenol en ambos reactores fue muy similar, en el R2 fue 

de 0.14 mM, mientras que en el R1 fue de 0.2 mM, a pesar de que se alimentó a una mayor 

concentración de ácido fórmico. Al hacer un análisis de varianza (α< 0.05) en ambos 

reactores para el consumo total de 2CF, se pudo observar que no hubo diferencia 

significativa, por lo que la concentración de carbono no afectó el consumo de 2-clorofenol. 

En la Figura 5.4 se muestra el perfil de consumo de sulfato y el de formación de sulfuro 

durante la operación del R2. Se observó que durante los primeros 42 días, el SO4
2- alcanzó 

un consumo de 98±0.46% (10.6±0.46 mM). Posteriormente en los siguientes 18 días se 

observó una disminución en el consumo de sulfato, a una velocidad de 0.16 mol/L·d 

durante este periodo.  La degradación de SO4
2- se estabilizó en el día 60 hasta el día 98, con 

un consumo promedio de 6.9±0.5 mM. Lo que indicó una disminución de 32% comparado 

con el sulfato consumido en los primeros 42 días de operación. La disminución en el 

consumo del sulfato se pudo deber a una acumulación y a un efecto del 2CF en la 

biopelícula como se ha reportado (Garcia-Cruz y col. 2010; Jin y Bhattacharya, 1997), ya 

que por sus características físico-químicas, el 2CF es una molécula hidrofóbica por lo que 

es una sustancia liposoluble y se puede disolver en la membrana de los microorganismos e 

interrumpir los procesos bioquímicos de la bacteria (Sikkema y col. 1995). Durante la 
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operación del reactor, bajo estas condiciones, se observó una recuperación de azufre de 

93% (Tabla 5.2). El ácido fórmico fue consumido en un 97% y convertido a carbonato 

(Figura 5.4b) con una recuperación de carbono de 92% (Tabla 5.2), por lo que el pH del 

efluente fue de 9.5 (±0.4). Durante este experimento no se midió el potencial de óxido 

reducción. 

 

 
Figura 5.4. Perfiles de consumo de sulfato (a) y de ácido fórmico (b) durante el tiempo de 
operación del R2. 
 

5.2.3 Balance de electrones para ambos reactores 

En la Tabla 5.3 se muestra el balance de electrones en miliequivalentes para ambos 

reactores. Se observa que los meq que se usaron para deshalogenar el 2CF fueron 

prácticamente los mismos, independientemente de cuál fue la relación DQO/SO4
2- en la 

alimentación. En cambio se observa que los miliequivalentes usados para la reducción de 

sulfato fueron 2.6 veces más en el R2 (DQO/SO4
2- = 2.2) que en el R1 (DQO/SO4

2- = 0.8). 

Durante este experimento no se observó que el aporte de electrones generados por el ácido 
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fórmico favoreciera la degradación del 2CF, ya que a partir del balance de electrones se 

pudo observar (Tabla 5.3) que se requerían 0.77 miliequivalentes para deshalogenar el 2CF 

y el ácido fórmico produjo 102.4 miliequivalentes, lo que indicó que se proporcionaron los 

meq necesarios para deshalogenar todo el 2CF.  

Lo anterior indica que la deshalogenació de 2CF que se observó fue independiente de la 

sulfato-reducción. Al término del experimento se deshalogenaron en promedio 0.1 (±0.03) 

y 0.09 (±0.03) mM de 2CF en el R1 y el R2 respectivamente, al hacer un análisis 

estadístico  (ANOVA) se encontró que no hubo una diferencia significativa (α≤0.05) en la 

degradación del clorofenol, esto indica que la variación en la relación DQO/SO4
2- no 

favoreció la degradación del 2CF.  

 

Tabla 5.3. Balance de electrones en los dos reactores a diferentes relaciones DQO/SO4
2-.  

   miliequivalentes de electrones por mmol de 
compuesto  

Reactor 2CF (mM) 
deshalogenado 

Donados  Usados 

Ácido 
fórmico Fenol* 

 Sulfato 
reducción 

Dehalogenación 
del 2CF 

En otros 
procesos 

R1 0.1 102.38 2.8 
 

26.4 0.2 70.7 

R2 0.09 270.37 2.6 
 

69.94 0.18 180.21 

*Nota: los meq aportados por el fenol se calcularon a partir del 2CF consumido y asumiendo que se mineralizó 
completamente hasta CO2. 

 

Por otra parte en ambos reactores se alcanzó casi 100% en el consumo del ácido 

fórmico lo que da evidencia de que el proceso de mineralización de ácido fórmico a CO2 no 

resultó afectado por la presencia del 2CF. En contra parte, la baja eficiencia en el consumo 

de SO4
2- en ambos reactores se podría deber a que el 2CF es una molécula hidrofóbica por lo 
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que se puede disolver en la membrana celular desestabilizando el trasporte de electrones del 

ácido fórmico al SO4
2- como se muestra en la Figura 5.5.   

 
Figura 5.5. Posible efecto del 2CF en el consumo de sulfato. (a) Durante la sulfato-
reducción el trasporte de electrones se lleva a cabo a través de la membrana celular en 
donde intervienen diferentes citocromos y enzimas (Madigan y Martinko, 2005),  (b) en 
presencia del 2CF en el medio éste puede disolverse en la membrana (Sikkema y col. 1995) 
por lo que podría desestabilizar el transporte de electrones, lo que impediría que estos 
fueran utilizados en la reducción del SO4

2-. (FDH= formato deshidrogenasa; H2asa= 
deshidrogenasa; cyt c3= citocromo c3; Hmc= citocromo; FeS= ferro-sulfoproteina).   

 

Durante este experimento no se observó que el 2CF se consumiera totalmente, durante 

el tiempo de operación de los reactores, a pesar de que se utilizó un donador de electrones 

(ácido fórmico), estos resultados son diferentes a lo reportado por otros autores (Chan y col, 
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2004; Drzyzga y col. 2001) en donde han observado que la presencia de un donador de 

electrones favorece la adaptación y la degradación del 2CF. El bajo consumo del 2CF se 

pudo deber a que el inóculo no estaba adaptado a compuestos clorofenólicos por tal motivo 

no se favoreció el crecimiento de una población microbiana capaz de consumir el 2CF, por 

otra parte las condiciones hidrodinámicas y de operación del reactor LFFD no podrían 

haber favorecido la fijación de bacterias deshalogenadoras y por ende su crecimiento o 

adaptación al compuesto tóxico dentro de la biopelícula generada en el reactor.  

 

5.3 Conclusiones 

Al comparar ambos reactores se pudo observar que la concentración de carbono no 

influyó en la degradación del 2CF debido a que al final del experimento no se encontró una 

diferencia significativa (α≤0.05) en el consumo de 2CF al hacer un análisis estadístico de 

ANOVA con respecto al consumo de 2CF entre el R1 y R2. Al comparar estadísticamente 

los reactores R1 (DQO/SO4
2-= 0.8) y R2 (DQO/SO4

2-= 2.2) con el reactor LFFD que fue 

operado a una relación DQO/SO4
2- de 1.4 (cap. 4), se encontró que éste último, fue diferente 

a los reactores R1 y R2, el cual tuvo el menor consumo de 2CF (0.06±0.02 mM). Estos 

resultados indicaron para el R1 y el R2 que la relación DQO/SO4
2- no influyó en el consumo 

de 2CF, sin embargo se observó una diferencia en las condiciones operacionales de los 

reactores entre una alimentación fija (R1 y R2) y con incrementos (LFFD a DQO/SO4
2-= 

1.4, Cap.4) de 2CF, siendo esta última menos favorable para la aclimatación al 2CF.  

Por otra parte se observó que a una DQO/SO4
2- de 2.2, el exceso de electrones 

presentes permitió que se llevaran a cabo la deshalogenación y la sulfato-reducción al 

mismo tiempo desde un inicio, pero no favoreció un aumento en la degradación del 
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compuesto halogenado, sin embargo se encontró que el 2CF afectó el consumo del sulfato 

aproximadamente a la mitad del tiempo de operación del reactor.  
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1. Conclusiones generales 

Durante la evaluación de toxicidad de los clorofenoles ensayados en biopelículas no 

expuestas a estos compuestos, se encontró que el proceso de sulfato-reducción fue inhibido 

en todos los ensayos, en contraste el consumo de etanol fue afectado a concentraciones 

altas, observándose que los diclorofenoles ejercieron una mayor toxicidad sobre la 

respiración del sulfato y la conversión de etanol a acetato que los compuestos 

monoclorados y de acuerdo a la CI50 el patrón de toxicidad encontrado fue 2,4DCF> 2,4D> 

2CF> 4CF> fenol, lo que indicó que el número de átomos de Cl- y la complejidad de la 

molécula incrementaron la toxicidad. Durante estas cinéticas no se detectó la 

deshalogenación o consumo de los compuestos clorados. 

 En la operación de los reactores con incrementos de concentración de 2CF se observó 

que la mayor degradación se llevó a cabo durante la primera etapa en los reactores LFFD y 

UASB cuando se agregaron 0.19 mM de 2CF. Durante los primeros días de esta etapa se 

detectó fenol y acetato que fueron consumidos en corto tiempo, por otra parte no se observó 

diferencia significativa en la cantidad consumida de 2CF entre los reactores.  

  El menor consumo de sulfato en ambos reactores se encontró en la última etapa 

cuando se alimentó la mayor concentración de 2CF (0.39 mM), a su vez la fuente de 

carbono (ácido fórmico) se consumió completamente en las tres etapas con lo que se aportó 

el suministro de los electrones necesarios para la sulfato-reducción y la deshalogenación. 

Sin embargo se encontró un 45% de la sulfato-reducción y un 85% de la deshalogenación 

del 2CF que no se llevó a cabo en el reactor UASB, mientras en el reactor LFFD fue de 

21.4 y 76.5% para dichos procesos respectivamente.  
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Al operar los reactores LFFD a relaciones de DQO/SO4
2- de 0.8 y 2.2 y a una 

concentración constante de 0.39 mM de 2CF, no se observó diferencia significativa en el 

consumo del compuesto clorado.   

En el reactor operado bajo una relación de 2.2, se observó un consumo desde un inicio 

de 2CF a diferencia del reactor operado bajo una relación de 0.8. Sin embargo la relación 

DQO/SO4
2- de 2.2 ayudó a mitigar el efecto tóxico del 2CF sobre el consumo de sulfato. En 

ambos reactores se consumió en un 100 % el ácido fórmico y como ya se había observado 

en el experimento la deshalogenación solamente se llevó a cabo en los reactores R1 y R2 en 

28 y 26%, respectivamente. 

La estrategia de operación con incrementos de concentración y la variación de la 

DQO/SO4
2- no llevó a la completa adaptación de la biomasa a la degradación del 2CF a 

partir de un lodo o biopelícula no expuesta a clorofenoles.  

 

Recomendaciones 

Evaluar relaciones DQO/SO4
2- menores a 0.66 con el fin de estresar a los 

microorganismos para inducirlos a que consuman el 2CF.  

Estudiar la formación de la biopelícula alimentando un compuesto clorofenólico como 

el 2-clorobenzoato, que es un intermediario en la deshalogenación y consumo de 

compuestos clorados.  

Investigar la capacidad de lodos provenientes de sitios expuestos a una fuerte 

contaminación por clorofenoles o compuestos halogenados como son los provenientes de 

plantas de tratamiento de la industria petroquímica o de la fabricación de herbicidas.    
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VIII. Anexos  
A1. Formación de biopelícula en el reactor LFFD   

Para la formación de biopelícula se operó el reactor LFFD bajo las condiciones descritas en el 

apartado 2.1.3 de materiales y métodos. Se alcanzó una concentración de biomasa constante en el 

día 17 como se muestra en la Figura A.1.    

 
Figura A.1. Perfil de formación de biopelícula en el reactor LFFD. 

 

A2. Operación en continuo del reactor LFFD 

Después de que la concentración de biomasa fue constante el reactor LFFD se operó en 

continuo (Figura 8.2) en donde se alcanzó el estado estacionario a partir del día 15. Posteriormente 

se utilizaron las partículas del reactor para realizar los ensayos de toxicidad. 

 
Figura 8.2. Perfil de consumo de compuestos carbonados (a) y azufrados (b) durante la 

operación en continuo del reactor LFFD. 
 

 

 

0 5 10 15 20 25
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

 

K
g-

SV
I/m

3

Tiempo (d)

0 5 10 15 20 25 30
0

5

10

15

20

25

30

0 5 10 15 20 25 30

 m
M

Tiempo (d)

 inf-etOH
 efl-etOH
 efl-Acetato

(a)

Tiempo (d)

 inf-SO4
2-

 efl-SO4
2-

 efl-SO4
2-

(b)



Anexos 

Degradación de clorofenoles por sulfato-reducción en un reactor de lecho fluidizado de flujo descendente (lffd) 
Norberto Ulises Garcia Cruz  

107 
 

 

A3. Preparación de buffer de acetatos a una concentración de 0.05 M y un pH de 4.5  

 Para la preparación del buffer de acetatos se empleo la ecuación de Henderson-Hasselbalch. 

A
 =  + log

HA

−⎡ ⎤⎣ ⎦
⎡ ⎤⎣ ⎦

pH pKa                                                   (ec. 8.1) 

Datos ácido acético: 

pH = 4.5 

pKa = 4.76 

[Acetato] = 0.05 M 

 

Sustituyendo en la ec. 8.1 y resolviendo. 

[ ] [ ]
3 3

3 3

CH COO CH COO
= -0.26

CH COOH CH COOH
4.5 = 4.76 + log    log 

− −⎡ ⎤ ⎡ ⎤⎣ ⎦ ⎣ ⎦∴  

Elevando por 10x ambas partes de la ecuación. 

[ ]
3

3

CH COO
= 0.5495

CH COOH

−⎡ ⎤⎣ ⎦                                                  (ec. 8.2) 

Suponiendo que [ ]-
3 3CH COO  + CH COOH = 0.05 M⎡ ⎤⎣ ⎦                                                   (ec. 8.3) 

Despejando el acetato de la ec. 8.2 y sustituyendo en la ec. 8.3 

[ ] [ ]3 30.5495 CH COOH  + CH COOH = 0.05 M  

Resolviendo  

[CH3COOH] = 0.0322 M, este valor se sustituye en la ec. 8.3. 

[CH3COO-] = 0.0178 M 

 

A4. Preparación de soluciones  

Cuantificación de SO4
2- por método turbidimétrico.  

Mezcla de reacción: mezclar 50 mL de glicerol con una solución que contenga 30 mL de HCI 

concentrado, 300 mL de agua destilada, 100 mL de alcohol isopropílico o etílico al 95% y 75 g de 

NaCI.  

Solución estándar de sulfato (100 mg/L): disolver 147.9 mg de Na2S04 anhidro en 1000 mL de 

agua destilada, realizar las diluciones necesarias para la curva patrón.  

Procedimiento: Colocar 50 mL de muestra en un matraz  Erlenmeyer de 250 mL. Agregar 5 mL 

de mezcla de reacción. Agitar. Mientras la solución esta agitándose, añadir 0.5 g de cloruro de 
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bario, dejar agitar durante 1 min. Registrar la absorbancía a 420 nm, durante los primeros cuatro 

minutos. Tomar la lectura que sea mayor y obtener la concentración de la curva estándar 

corrigiendo por el factor de dilución. En este caso se utilizó un espectro marca Spectronic 20D+ con 

lámpara de tungsteno. 

 

Soluciones para las curvas de calibración de carbono total (CT) y carbono inorgánico. 

Para la curva de CT se utilizó una solución de biftalato de potasio a una concentración de 2.125 

g/L (aprox. 1000 mg/L de C-orgánico). Antes de preparar la solución, el biftalato  se secó en una 

estufa entre 105-120°C por una hora y posteriormente se dejó enfriar en un desecador. 

Para la curva de CI se prepararon dos soluciones, una de bicarbonato de sodio a 3.5 g/L y otra 

de carbonato de sodio a 4.41 g/L, entre ambas soluciones hay una concentración aproximada de 

1000 mg/L de carbono inorgánico. Antes de preparar las soluciones, el bicarbonato se dejó secar 

por 2 horas en un desecador y el carbonato se secó en una estufa a 280-290°C por una hora y 

después se dejó enfriar en un desecador.  

El intervalo de concentración para los estándares de CT y CI  fue de 100 -1000 mg/L de 

carbono.  

 

Reactivos para la cuantificación de sulfuro. 

Reactivo de cobre: consiste en HCl (50 mM) y CuSO4 (5 mM): Para determinar la 

concentración de S2- en el  reactor se tomó un volumen determinado del efluente, del cual se filtró 

1mL utilizando filtros con tamaño de poro de 0.45 µm (Pall, AP-4498) para posteriormente tomar 

100 µL y adicionarlos a una celda espectofotométrica, la cual contenía 4 mL del reactivo de cobre, 

se mezcló en un vórtex e inmediatamente y se determinó la absorbancia de la muestra a 480 nm en 

un espectrofotómetro. El blanco consistió solamente de reactivo de cobre.  

 

A5. Modelo de Gompertz, cálculo de la qmax  y de la concentración inhibitoria (CI50). 

Explicación del uso del modelo de Gompertz 

 

El modelo sigmoidal Gompertz es utilizado en biología, botánica, zoología y ecología para describir 

el crecimiento de plantas, árboles, microorganismos, animales y seres humanos cuyo 

comportamiento se caracteriza por curvas en forma en "S", es decir, que incrementan su tasa de 

cambio monótonamente a partir de un punto fijo hasta alcanzar un punto de inflexión después del 

cual la tasa de cambio decrece 
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hasta aproximarse asintóticamente a un valor final. Otra característica es que no son simétricas con 

respecto a su punto de inflexión (Ratkowsky, 1983).  

 

El modelo Gompertz está dado por la siguiente ecuación: 

( )
ktby t ae

−−=                                                                       ec. 8.4 

 

Donde, y(t) y t son las variables y a, b y k son los parámetros del modelo.  

Derivando la Ecuación A2.1 se obtiene la tasa de cambio de la variable y. 

 

ektdy k y b
dt

= ⋅ ⋅ ⋅
                            ec. 8.5 

 

El término
ktb−−  puede escribirse en términos de “y” mediante la siguiente igualdad: 

 

ktb−− = 
loge

a
y

⎛ ⎞
⎜ ⎟
⎝ ⎠                             ec. 8.6 

 

Por lo tanto la Ecuación 8.5 puede escribirse de la siguiente manera: 

 

 

loge
dy ak y
dt y

⎛ ⎞
= ⋅ ⋅ ⎜ ⎟

⎝ ⎠                             ec. 8.7 

 

La segunda derivada de la Ecuación 8.5 permite identificar la velocidad de cambio de la tasa de 

cambio de y: 

 

( )
2 2( ) ( . )

2

kt ktb e kt b e ktd y k a e b e k a e b e
dt

− −− ⋅ − − −= ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ − ⋅ ⋅ ⋅ ⋅
                        ec. 8.8 

 

La Ecuación 8.8 se puede escribir en términos de la siguiente manera: 
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2

2 log 1e
d y a dyk
dt y dt

⎛ ⎞
= ⋅ −⎜ ⎟

⎝ ⎠                              ec. 8.9 

En el punto de inflexión de la curva dy/dt es máxima y la Ecuación 8.9 es cero, por tanto: 

 

log 1e
a
y

⎛ ⎞
=⎜ ⎟

⎝ ⎠  /y a e⇒ =                              ec. 8.10 

La tasa máxima se obtiene evaluando la Ecuación 8.7 para y = a/e. 

 

max
/

log 0.368
/e

y a e

dy a a aV k k a k
dt e a e e=

⎛ ⎞ ⎛ ⎞= = = = ⋅ ⋅⎜ ⎟ ⎜ ⎟
⎝ ⎠ ⎝ ⎠                           ec. 8.11 

 

Si tc es el tiempo al que se alcanza el punto de inflexión y la tasa máxima de consumo (producción) 

entonces, el punto de inflexión tiene las coordenadas (tc, a/e). La siguiente relación de los 

parámetros b y k permite calcular tc 

 

(ln )
c

bt
k

=
                                ec. 8.12 

Al ser un modelo empírico, el modelo no considera la reducción en la tasa por la reducción de la 

concentración de sustrato. En este sentido es considerado como una relación de orden cero. 

Además, el valor de K (h-1) es independiente de la cantidad de muestra utilizada. El ajuste de datos 

experimentales de consumo de sustratos o producción de metabolitos con este modelo reduce el 

error al tratar de ajustar con una línea. A pesar de que el modelo Gompertz no tiene un enfoque 

fenomenológico, es posible asociar los valores de las constantes a tasas de consumo observadas 

experimentalmente (Ortiz López 2004). 

 

En este trabajo, el modelo Gompertz es utilizado como una herramienta matemática para ajustar los 

datos experimentales de la producción de ácido láctico y acetato, a fin de obtener los parámetros a y 

k que permitan predecir un valor de tasas de producción o consumo máximas. 

 

Los parámetros cinéticos obtenidos del modelo Gompertz se ha utilizado en diversos campos como 

en: crecimiento demográfico, crecimiento de poblaciones, biología (Piantanelli, 1986). El modelo 

Gompertz también ha sido usado para describir el crecimiento microbiano en procesos de 



Anexos 

Degradación de clorofenoles por sulfato-reducción en un reactor de lecho fluidizado de flujo descendente (lffd) 
Norberto Ulises Garcia Cruz  

111 
 

fermentación asociando a los tres parámetros del modelo las tres fases, del crecimiento microbiano: 

la de aclimatación, la logarítmica y la estacionaria (Simon and Karim, 2001).  

 

 

 

A6. Cálculos estadísticos de ANOVA 
 
Análisis de ANOVA en la comparación de los reactores LFFD y UASB. 
 
Analysis of Variance Report 
Page/Date/Time 1    11/07/2011 12:10:11 p.m. 
Database  
Response consumo 
 
Expected Mean Squares Section 
Source  Term Denominator Expected 
Term DF Fixed? Term Mean Square 
A: etapa 2 No S(AB) S+bsA 
B: reactores 1 Yes S(AB) S+asB 
S(AB) 70 No  S 
Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case. 
 
Analysis of Variance Table 
Source  Sum of Mean  Prob Power 
Term DF Squares Square F-Ratio Level (Alpha=0.05) 
A: etapa 2 0.010515 0.0052575 7.37 0.001248*  
B: reactores 1 9.851351E-04 9.851351E-04 1.38 0.243985 0.212454 
S 70 4.994987E-02 7.135695E-04 
Total (Adjusted) 73 0.06145 
Total 74 
* Term significant at alpha = 0.05 
 
Means and Standard Error Section 
   Standard 
Term Count Mean Error 
All 74 6.383333E-02  
A: etapa 
1 30 0.078 4.877053E-03 
2 24 0.05 5.452712E-03 
3 20 0.0635 5.973146E-03 
B: reactores 
LFFD 37 6.018468E-02 4.391544E-03 
UASB 37 6.748198E-02 4.391544E-03 
 
Plots Section 
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Analysis of Variance Report 
Page/Date/Time 2    11/07/2011 12:10:11 p.m. 
Database  
Response consumo 
 
 
Duncan's Multiple-Comparison Test 
 
Response: consumo 
Term B: reactores 
 
Alpha=0.050  Error Term=S(AB)  DF=70  MSE=7.135695E-04 
 
   Different 
Group Count Mean From Groups 
LFFD 37 6.018468E-02  
UASB 37 6.748198E-02  
 
 
Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test 
 
Response: consumo 
Term B: reactores 
 
Alpha=0.050  Error Term=S(AB)  DF=70  MSE=7.135695E-04 Critical Value=2.82057 
 
   Different 
Group Count Mean From Groups 
LFFD 37 6.018468E-02  
UASB 37 6.748198E-02  
 
 
Planned Comparison: B Linear Trend 
 
Response: consumo 
Term B: reactores 
 
Alpha=0.050  Error Term=S(AB)  DF=70  MSE=7.135695E-04 
 
Comparison Value=5.159969E-03   T-Value=1.174978   Prob>|T|=0.243985   Decision(0.05)=Accept 
Comparison Standard Error=4.391544E-03 
 
 Comparison   
Group Coefficient Count Mean 
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0.12

0.16

1 2 3
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LFFD -0.7071068 37 6.018468E-02 
UASB 0.7071068 37 6.748198E-02 
 
 

Análisis de ANOVA para los reactores R1 y R2. 
Analysis of Variance Report 
Page/Date/Time 1    09/08/2011 07:34:29 p.m. 
Database  
Response valores 
 
Tests of Assumptions Section 
 Test Prob Decision 
Assumption Value Level (0.05) 
Skewness Normality of Residuals 1.5530 0.120433 Accept 
Kurtosis Normality of Residuals 0.5709 0.568069 Accept 
Omnibus Normality of Residuals 2.7376 0.254411 Accept 
Modified-Levene Equal-Variance Test 0.4383 0.510269 Accept 
 
Box Plot Section 
 

 
 
Expected Mean Squares Section 
Source  Term Denominator Expected 
Term DF Fixed? Term Mean Square 
A: Reactores 1 Yes S(A) S+sA 
S(A) 65 No  S(A) 
Note: Expected Mean Squares are for the balanced cell-frequency case. 
 
Analysis of Variance Table 
Source  Sum of Mean  Prob Power 
Term DF Squares Square F-Ratio Level (Alpha=0.05) 
A: Reactores 1 1.082983E-03 1.082983E-03 1.26 0.265834 0.197602 
S(A) 65 5.588083E-02 8.59705E-04 
Total (Adjusted) 66 5.696381E-02 
Total 67 
* Term significant at alpha = 0.05 

 
 Analysis of Variance Report 
Page/Date/Time 2    09/08/2011 07:34:29 p.m. 
Database  
Response valores 
 
Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks 
Hypotheses 
Ho: All medians are equal. 
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Ha: At least two medians are different. 
 
Test Results 
  Chi-Square Prob 
Method DF (H) Level Decision(0.05) 
Not Corrected for Ties 1 0.4757785 0.490341 Accept Ho 
Corrected for Ties 1 0.475826 0.490319 Accept Ho 
 
Number Sets of Ties 5 
Multiplicity Factor 30 
 
Group Detail 
  Sum of Mean 
Group Count Ranks Rank Z-Value Median 
R1 34 1211.00 35.62 0.6898 9.927161E-02 
R2 33 1067.00 32.33 -0.6898 9.606497E-02 
 
Means and Effects Section 
   Standard  
Term Count Mean Error Effect 
All 67 9.650059E-02  2.878823E-03 
A: Reactores 
R1 34 0.1004615 5.028463E-03 9.758265E-02 
R2 33 9.241969E-02 5.104084E-03 8.954087E-02 
 
Plots of Means Section 
 

 
 

Analysis of Variance Report 
Page/Date/Time 3    09/08/2011 07:34:29 p.m. 
Database  
Response valores 
 
 
Duncan's Multiple-Comparison Test 
 
Response: valores 
Term A: Reactores 
 
Alpha=0.050  Error Term=S(A)  DF=65  MSE=8.59705E-04 
 
   Different 
Group Count Mean From Groups 
R2 33 9.241969E-02  
R1 34 0.1004615  
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Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test 
 
Response: valores 
Term A: Reactores 
 
Alpha=0.050  Error Term=S(A)  DF=65  MSE=8.59705E-04 Critical Value=2.82439 
 
   Different 
Group Count Mean From Groups 
R2 33 9.241969E-02  
R1                                             34                 0.1004615  
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