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RESUMEN

En el presente trabajo se estudié el efecto de la desecacion en biopelicula sobre acero
inoxidable, para lo cual se cre6 un sistema de formacién de la misma, se utilizaron diversas
técnicas analiticas para caracterizarla bioldgica y fisicamente, entre las cuales se encuentran
observaciones en microscopia de barrido electrénico, mediciones de respirometria para
actividad bioldgica, isotermas de adsorcién de tolueno y de desorcién de agua, ademas de
mediciones de hidrofobicidad celular.

Para la formacién de biopelicula tipo biofiltro percolador se disefié y construyé un reactor que
fue validado estadisticamente para la homogeneidad de formacion de biomasa adherida en
funcién de la posicion dentro del reactor. En las condiciones experimentales establecidas la
maxima produccién de biomasa fija fue 0.716 + 0.378 mg prot/cmz.

Las observaciones con microscopia de barrido electronico mostraron que la biopelicula
formada con vapores de tolueno fue escasa y con baja formacion de substancias
exopoliméricas (EPS) en comparacion a aquélla formada con glucosa en un sistema de
recirculacion. La colonizacion del soporte inicid con la formacién de una capa uniforme que lo
cubria completamente, posteriormente se formaron colonias verticales con disposicion
heterogénea formando parches sobre la primera capa.

La actividad bioldgica de biopelicula con diferentes grados de desecacion fue determinada por
cinéticas y velocidades de consumo de substratos. La desecacién se realizé por equilibrio de la
biopelicula con atmdsferas de 100% HR a 32% HR. Las cinéticas de consumo de tolueno
mostraron que la actividad biolégica disminuyé con el grado de desecacidon hasta actividad
nula. Se estimaron las tasas especificas de consumo de oxigeno para adiciones sucesivas de
substratos, los resultados obtenidos indican que la tasa de consumo de oxigeno disminuye con
el nivel de desecacion encontrandose un cambio critico entre 97% HR y 84% HR.

Después de la desecacién de biopelicula a diferentes niveles de humedad relativa, se
rehumectaron por exposicion a una atmdsfera con 100% HR, por aspersién de agua destilada y
por inmersion en agua destilada. Los tres métodos de rehumectacién fueron eficaces para
biopelicula con bajo grado de desecacién, 97% HR y 100% HR. Se consideré como mejor

método de rehumectacién la inmersién, ya que en todos los niveles de desecacion la




Los conocimientos generados durante el presente trabajo remarcan la importancia de evitar el
fenémeno de secado en el lecho de biofiltracidn, Ia actividad biolégica puede continuar pero
no hacia la transformacion de los contaminantes. En casos extremos esta actividad se pierde
completamente, sin embargo, también se ha demostrado que con un proceso de rehumectacion
adecuado es posible recuperar dicha actividad. Es necesario considerar el dafio que ha sufrido
la biopelicula para elegir el proceso de rehumectacidn, esto puede lograrse con la medicion de
hidrofobicidad de las células, que indicard la menor o mayor posibilidad de rehumectarla;
también empleando la isoterma de desorcién de agua se puede estimar la actividad de agua vy,
por tanto, la viabilidad de la biopelicula midiendo el contenido de humedad de una muestra.
Finalmente, la isoterma de adsorcién de tolueno sobre biomasa ha permitido confirmar que

durante los procesos de biofiltracidn. la adsorcién sobre la biomasa es despreciable.
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1. INTRODUCCION

1.1 Contaminacion del aire

En los dltimos afios las comunidades médica, cientifica e industrial han tomado conciencia del
efecto nocivo de la contaminacién atmosférica en los ecosistemas. En cualquiera de ios casos,
compuestos organicos volétiles (COV) contribuyendo a la formacion de smog, compuestos
clorados destruyendo la capa de ozono, o bien, compuestos odoriferos desagradables, se ha
vuelto urgente el control y tratamiento de la contaminacién de aire.

Por contaminacién del aire se entiende la presencia en la atmésfera de sustancias en altas
concentraciones y por periodos capaces de afectar la salud humana, los animales y las plantas:

asi como causar perjuicios econémicos o deterioro del entorno (Del Puerto et. al. 1992).

1.1.1 Contaminantes del aire y sus multiples efectos

Las fuentes de contaminacién del aire incluyen elementos de origen natural, emisiones
resultantes de actividades humanas y aquéllas de origen industrial.

Entre las fuentes naturales de contaminacién se encuentra el polvo, las emisiones volcanicas,
las esporas, los polenes y las bacterias causantes de enfermedades. Las actividades agricolas
producen contaminacién por el uso de insecticidas y herbicidas, quema de bosques, y quema
de madera y carbon. Las fuentes tecnoldgicas (fijas y méviles) incluyen productos evaporados
o volatiles de industrias de fundicion, de productos quimicos (pinturas, solventes), de procesos
directos de conversion de energia y de la quema de carburantes para transporte, calefaccion o
produccién de energia eléctrica. Los materiales emitidos por las industrias pueden ser
aerosoles, gases, mezclas de sulfuro, nitrégeno y carbon; materias haldgenas y radiactivas.

En general, los contaminantes del aire pueden presentarse en forma de gases, particulas sélidas
o aerosoles liquidos. Estas formas pueden existir ya sea separadas o combinadas entre ellas.
Los contaminantes gaseosos constituyen aproximadamente el 90% de la masa total emitida a
la atmésfera. (Del Puerto, et. al. 1992).

Los contaminantes gaseosos y particulados proceden sobre todo de la combustion de

carburantes, combustibles y de la incineracién de desechos. Los vehiculos de motor son los




principales responsables de las emisiones de CO y de hidrocarburos debido a la combustion

incompleta del carburante.

Las particulas por su parte, atendan la radiacién infrarroja que llega a la corteza terrestre y, por

tanto, pueden influir en el clima mundial, ademas de ser muy dafiinas

Es' interesante mencionar que los factores topogréficos y meteorolégicos influyen en el

desplazamiento de los contaminantes, en su transformacion fisica y quimica (para dar lugar a

otros posiblemente més toxicos) y en su eliminacién de la atmdsfera por procesos naturales.

Los efectos de la contaminacién atmosférica se pueden agrupar segtin Del Puerto (1992) en :

A)

B)

C)

D)

E)

Dafios a la economia, por pérdidas debidas a efectos directos e indirectos de la
contaminacién en la salud humana, en el ganado y en las plantas; pérdidas debidas a la
corrosién de materiales y de construcciones; gastos por la aplicacion de medidas para
el control y tratamiento de emisiones.

Daiios a la vegetacidn, por la deposicién y absorcién de contaminantes en las plantas y
por lluvias 4cidas. Existen algunos contaminantes que causan dafios a determinados
cultivos; los efectos principales son alteraciones foliares, reduccion del crecimiento,
obtencidn de flores y productos de menor tamailo.

Alteraciones del medio ambiente, como la atenuacién de la radiacion solar, el aumento
de las emisiones caldricas y los cambios locales en las caracteristicas de la
precipitacién. Como efecto regional se presenta la lluvia 4cida y como global el efecto
invernadero y la alteracion de la capa de ozono.

Danos a los animales, particularmente por el paso del contaminante desde las plantas
forrajeras al ganado.

Efectos fisioldgicos sobre el hombre, en este caso la sensibilidad ante la
contaminacién dependerd de la edad, el sexo, el estado general de salud y nutricion,
exposiciones simultdneas, enfermedades preexistentes y las condiciones ambientales
humedad y temperatura en el momento de la exposicion.

Las enfermedades utilizadas como indices en estudios epidemioldgicos son la

bronquitis crénica, el asma, el enfisema y el cancer pulmonar.

[£9]




La contaminacién de la atmésfera rara vez produce efectos locales graves fuera de las grandes
ciudades, donde se concentran grandes industrias, y el transito vehicular es numeroso; en los
paises subdesarrollados existe, ademds, la tendencia de urbanizacion irregular, tal es el caso de
la Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM). Sin embargo, los efectos globales son
de tal gravedad que ha sido necesaria la organizacién de cumbres mundiales, como la II

Cumbre de la Tierra en 1997, la Cumbre de Rio en 1992, entre otras.

1.1.2 Estadisticas del medio ambiente del INEGI

El estado del medio ambiente es resultado de actividades humanas que provocan
transformaciones sobre los recursos naturales, de ahi las respuestas de la sociedad ante estos
cambios a fin de detener, controlar, y revertir los problemas del deterioro de su entorno.

La calidad del aire en las zonas metropolitanas se explica, en parte, por la cantidad y calidad
de los combustibles consumidos, por el tipo de tecnologias en la planta industrial, por la alta
concentracién de las actividades productivas y de poblacién, por las condiciones
meteoroldgicas existentes, y por la interaccién entre los diferentes contaminantes y los
componentes del aire que modifican la quimica atmosférica. (INEGI, 1998).

En la Fig. 1.1.2.1 se muestra la contribucién de cada sector a la contaminacion de aire en la
ZMVM para 1994. La mayor contribucion estd dada por el sector transporte mientras que la

menor estd dada por el sector industria.

Suelos y Industria
“egetacion 3%

Servitios

10%

12

Transporte
75% 4 Millones tonfafio

Fig. 1.1.2.1. Inventario de emisiones de la Zona Metropolitana del Valle de México 1994.

Fuente: Semarnap (1998).




A continuacién se presentan algunas cifras referentes a los contaminantes de aire emitidos en
el pais, éstas fueron publicadas por el INEGI (INEGI-SEMARNAP, 1998). En 1990, México
emitié 297 millones de toneladas de CO, debido al consumo de combustibles fésiles y 40.5
millones de toneladas por el uso de combustibles basado en biomasa. Las emisiones de NO,,
CO y CHj, se incrementaron entre 1987 y 1993 en 19.8, 35.6 y 30.7%, respectivamente, estos
gases en presencia de energia solar desencadenan reacciones fotoquimicas que forman en
ozono y otros contaminantes formando el smog fotoquimico.

En el caso de las emisiones por sector, el de los transportes representa el 32% de las emisiones
de CO, por consumo de combustibles fésiles, seguido por el de la generacién de electricidad
23% y el de la industrial, 22%. El sector de transporte es también el principal contribuyente a
las emisiones de NOx, CHy4, N,O y CO.

En lo que se refiere a la agricultura y cambio de uso de suelos, las emisiones de gases de
efecto invernadero provenientes de la agricultura surgen principalmente del abono y la
fementacién entérica del estiércol del ganado (1,749 miles de toneladas de metano). de
cultivos especificos (35 mil toneladas de metano producido por arrozales), del uso de
fertilizantes (5.55 mil toneladas de N,O) y de una familia de gases de efecto invernadero
originados por la quema prescrita de desechos de cultivos in situ.

Respecto a los rellenos sanitarios, éstos contribuyen con 468 mil toneladas, lo que representa
el 12.9% de las emisiones de metano del pais. De esto el 41.6 % se concentra en el D.F. y
54.8% se distribuye en el resto del pais.

En el contexto mundial, México se clasifica entre los 15 paises con mayores emisiones de
gases de efecto invernadero. Al mismo tiempo al compararse con el grupo de paises en vias de
desarrollo, solamente es superado por las emisiones de China, India, Brasil e Indonesia.

En 1990, contribuy6 con menos del 2% de las emisiones globales, mientras que Estados

Unidos produjo el 19% y la Unién Soviética el 13% (INEGI, 1998).
1.1.3 Normatividad y programas para la calidad del aire

Es evidente la urgencia de desarrollar, evaluar y actualizar normas, leyes y programas para el

control de la contaminacién del aire. En este respecto las medidas de orden legislativo




tomadas en México han dado origen a Normas e indices de la calidad del aire, a la Ley
General del Equilibrio Ecolégico y la Proteccién al Ambiente (LGEEPA), al Reglamento en
Materia de Prevencién y Control de la Contaminaciéon Atmosférica y a el Programa para
Mejorar la Calidad del Aire en el Valle de México 1995-2000, a continuacién se detallan cada
uno de ellos. _

A) Normas e indice de la calidad del aire

El 23 de diciembre de 1994 la Secretaria de Salud publicé las Normas Oficiales Mexicanas
(NOM) para evaluar la calidad del aire respecto a ozono, bidxido de azufre, bidxido de
nitrégeno, mondxido de carbono, plomo, particulas suspendidas totales (PST), y particulas
suspendidas con didmetro menor de 10 micras (PM-10), que representan la fraccion respirable
de PST.

Actualmente existen 20 NOM sobre la calidad del aire, todas ellas relacionadas a maximos
permisibles de contaminantes emitidos por fuentes fijas y moviles. Estas se agrupan como

sigue:

Calidad del aire

Vehiculos en circulacién (NOM-041-ECOL-1996)
Vehiculos en planta (NOM-042-ECOL-1993)
Procesos de combustion (NOM-085-ECOL-1994)
Calidad de combustibles (NOM-086-ECOL-1994)

VvV V V V VYV VY

Otras normas en materia de contaminacién atmosférica

Las normas de calidad del aire establecen los niveles maximos permisibles de concentracidn
de contaminantes que garantizan la proteccion de la salud de la poblacion en general y
también de los grupos mds susceptibles, para lo cual las normas incorporan un margen de
seguridad. Las normas son de observancia para las autoridades federales y locales que tengan
a su cargo el desarrollo y la aplicacién de los planes o programas de politica ambiental. Las
normas mexicanas de calidad del aire que se observan en la Tabla 1.1.3.1 y Tabla 1.1.3.2. son

similares a las de otros paises, en particular a las de los Estados Unidos y Canada.




Tabla 1.1.3.1. Valores normados para los contaminantes en México.

CONTAMINANTE EXPOSICION AGUDA EXPOSICION CRONICA
CONC.,ppm FRECUENCIA MAX.
(TIEMPO PROM,, h) ACEPTABLE
Ozono (03) 0.11 (1) 1 vez cada 3 afios
Bidxido de azufre 0.13 (24) 1 vez al afio 0.03 ppm (media aritmética anual)
(S02)
Biodxido de nitrégeno 0.21 (1) 1 vez al afio
(NO)
Monéxido de carbono 11(8) 1 vez al afio
(CO)
Particulas suspendida 260 pg/m’ (24) | vez al afo 75pg/m] (media aritmética anual)
totales (PST)
Particulas fraccion 150 pug/m’ (24) 1 vez al afio 50 pg/m’ (media aritmética anual)
respirable (PM-10)
Plomo (Pb) 1 vez al afio 1.5 pg/m3 (media aritmética 3
meses)

Fuente: INEGI, SEMARNAP (1998)

Tabla 1.1.3.2. Normas Oficiales Mexicanas para fuentes fijas.

NORMA OFICIAL
MEXICANA

NIVELES MAXIMOS PERMISIBLES DE EMISIONES A LA
ATMOSFERA

NOM-039-ECOL-1993

Biéxido y triéxido de azufre y neblinas de acido sulfirico en plantas

productoras de acido sulfiirico

NOM-040-ECOL-1993

Industrias productoras de cemento

NOM-043-ECOL-1993

Particulas sélidas

NOM-046-ECOL-1993

Biéxido de azufre, neblinas de triéxido de azufre y 4cido sulfirico en

plantas productoras de dcido dodecilbencensulfénico

NOM-051-ECOL-1993

Nivel maximo permisible en peso de azufre, en el combustible liquido,
gasdleo industrial que se consuma por las fuentes fijas en el Zona

Metropolitana de la Ciudad de México
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Continuacién Tabla 1.1.3.2. Normas Oficiales Mexicanas para fuentes fijas.

NOM-075-ECOL-1995

Emisi6n a la atmésfera de compuestos organicos voldtiles provenientes
del proceso de los separadores agua-aceite de las refinerias del

petrdleo

NOM-085-ECOL-199%4

Humos, particulas suspendidas totales, 6xidos de azufre y 6xidos de

nitrégeno en fuentes fijas que utilizan combustibles fésiles

NOM-092-ECOL/1993

Requisitos de los sistemas de recuperacién de vapores de gasolina en
estaciones de servicio y de autoconsumo ubicadas en el Valle de

México

NOM-093-ECOL/1993

Eficiencia de laboratorio de los sistemas de recuperacién de vapores de

gasolina en estaciones de servicio y de autoconsumo

NOM-097-ECOL/1995

Material particulado y o6xidos de nitrégeno en los procesos de

fabricacion de vidrio en el Pais

NOM-105-ECOL/1996

Particulas sélidas totales y compuestos de azufre reducido total en

plantas de fabricacién de celulosa

NOM-EM-118-ECOL-1997

Especificaciones de proteccién ambiental que debe reunir el gas
licuado de petrdleo que se utiliza en las fuentes fijas ubicadas en la

Zona Metropolitana de la Ciudad de México

Fuente: INEGI, SEMARNAP (1998)

B) Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la Proteccion al Ambiente (LGEEPA)

En la LGEEPA se sefialan los instrumentos de politica, mecanismos y procedimientos

necesarios para controlar, reducir o evitar la contaminacioén de la atmdsfera, incluyendo la

competencia de la Federacidn para expedir normas que establezcan la calidad ambiental de las

distintas 4reas, zonas o regiones del pais; integrar y actualizar el inventario de fuentes

emisoras de jurisdiccion federal de contaminantes a la atmdésfera; formular y aplicar

programas para reducir la emisién de contaminantes a la atmoésfera; promover y apoyar

técnicamente a los gobiernos locales en la formulacién y aplicacién de programas de gestion

de la calidad del aire; expedir normas para el establecimiento y operacién de los sistemas de

monitoreo de la calidad del aire; asi como normar la operacién y funcionamiento de las

fuentes fijas de jurisdiccion federal que emitan gases y olores, entre otros.




C) Reglamento en materia de Prevencién y Control de la Contaminacion Atmosférica

Tiene por objeto reglamentar la Ley General del Equilibrio Ecolégico y la Proteccion al
Ambiente, en lo que se refiere a la prevencién y control de la contaminacion atmosférica.

El Reglamento define los procedimientos técnico-administrativos a que estdn sujetas las
fuentes emisoras de contaminantes de jurisdiccién federal, como son las licencias de
funcionamiento y la cédula de operacién anual. También define la actuacién de las autoridades
para establecer los inventarios de emisiones y los sistemas de informacién de la calidad del
aire.

D ) Programa para Mejorar la Calidad del Aire en el Valle de México 1995-2000

En 1990 se dio a conocer el Programa Integral Contra la Contaminacién Atmosférica
(PICCA), diseiiado para el Valle de México y orientado a llevar a cabo una serie de
estrategias para disminuir los niveles de contaminacién atmosférica y proteger la salud de los
habitantes.

Este programa inclufa un inventario de las emisiones generadas por fuentes fijas y moviles. en
el que se establecié que el 4.4% de las emisiones totales (4,356,391 toneladas/afio) provenian
de la industria y los establecimientos comerciales, el 77% era generado por las diversas formas
de transporte, y el resto por la degradacion ecoldgica.

Este programa tuvo sus mayores logros en el mejoramiento de la calidad de los combustibles,
destacando el suministro amplio de una gasolina adecuada para vehiculos dotados de
convertidor catalitico y la reduccién significativa del contenido de azufre en el combustéleo y
en el diesel.

Mis recientemente, en marzo de 1996 se dio a conocer el Programa para Mejorar la Calidad
del Aire en el Valle de México 1995-2000 (PROAIRE).

El PROAIRE tiene como objetivo lograr gradualmente menores niveles de contaminacion y
tener un menor nimero de contingencias al afio. Este programa incorpora 94 medidas
concretas cuya aplicacién se espera que elimine el 50% de las emisiones de hidrocarburos,

40% de oxidos de nitrégeno y 45% de particulas suspendidas de origen antropogénico, para el
afio 2000.




Entre los instrumentos y acciones del PROAIRE se encuentra una nueva normatividad de
6xidos de nitrégeno y compuestos orgdnicos voldtiles para la industria y los servicios
(incluyendo distribucion y uso de gas LP y recuperacién de vapores en gasolineras).

Dentro del PROAIRE se estimé que en 1994 las emisiones atmosféricas ascendieron a
4'009,629 ton/aio, correspondiendo a la industria y los servicios el 12.9% del volumen total,
en tanto que el transporte generd el 75.5% y el porcentaje restante los suelos y la vegetacion.

(INEGI; 1998).

Debido a los efectos de los contaminantes del aire sobre la salud humana, las especies
vegetales y animales, y en general sobre el medio ambiente, al creciente consumo de
combustibles fosiles y actividades agricolas e industriales que generan dichos contaminantes y
debido a la normatividad aiin en desarrollo para el control de la contaminacién del aire, es
evidente la necesidad de contar con tecnologias que permitan dicho control, que cumplan y

sobrepasen las normas actuales para detener y eliminar los problemas mencionados.




1.2 Tecnologias para el control de la contaminacién del aire

Para alcanzar los estdndares de emisiones establecidos en normas, se estdn aplicando y/o
desarrollando varias técnicas para el tratamiento de gases emitidos. Entre €stas se encuentran
los métodos fisicoquimicos que incluyen la separacién con ciclones, adsorcién con carbon
activado, lavadores, incineracién, oxidacién catalitica, (electro)filtracién, tratamiento quimico
seco, reduccién catalitica selectiva y métodos bioldgicos tales como biofiltracion, uso
biolavadores y biofiltros percoladores (Van Groenestijin, 1993).

En la seleccién de equipo para el control de la contaminacién del aire se deben contemplar las
caracteristicas del contaminante (propiedades fisicas y quimicas, concentracion), la presencia
de particulas (forma de particulas y distribucién de tamafio), en el caso de gases, la
transferencia de masa, la capacidad de remocidn y la caida de presion. La reactividad quimica
del contaminante (corrosividad, abrasividad, toxicidad, combustibilidad). Asi como también
las caracteristicas de la corriente gaseosa, flujo volumétrico, presion, temperatura, humedad.
Se deben considerar los requerimientos de potencia, de suministros y de mantenimiento a fin

de realizar una adecuada evaluacién econémica de la tecnologia propuesta (Mycock, 1995).

1.2.1 Tecnologias fisicoquimicas

En general, el equipo para el control gaseoso incluye los procesos de combustién, absorcién,
adsorcion y condensacion, pero si se clasifica a los contaminantes del aire como

a) Particulados, particulas de sélido o liquido con didmetro en el orden de micras (aerosoles) y
b) Gaseosos, didxido de sulfuro, 6xidos de nitrégeno, ozono, mondxido de carbono, y vapores
de gasolina, de solventes y de agentes limpiadores, entonces las tecnologias para su
tratamiento se pueden ordenar bajo el mismo criterio, una descripcién breve de algunas de

ellas, hecha por Mycock (1995), se enlista a continuacion.




A) Tecnologias para remocién de particulas

e Sedimentador gravitacional

Consiste en una cdmara de expansion en la cual la velocidad de la particula se reduce lo cual
permite a la particula sedimentar bajo la accion de la gravedad. Se utiliza en la industria, pero
se limita a la remocién de particulas de gran tamafio (40-60 um) de didmetro. Existen dos
tipos bésicos de sedimentadores: cdmara de expansi6n simple y la cdmara de sedimentacion de
miltiples placas. Cuando se utilizan se complementan con otros equipos de coleccion. Se han
empleado en la industria de refineria de metales, en la manufactura de alimentos. Sus ventajas
son el bajo costo, bajo mantenimiento y sus desventajas son que requieren grandes espacios y
tienen baja eficiencia (20 - 60%).

e Separador centrifugo (ciclén)

Su funcionamiento inicia con la entrada de una corriente que contiene particulas, ¢sta es
forzada a girar, pero las particulas tienen demasiado momentum y no pueden girar, entonces
colisionan con las paredes del cicldn, resbalan por las mismas y son colectadas en una tobera
inferior. El didmetro y las dimensiones del ciclon determinan el tamafio de particula que es
colectado. Existen arreglos de ciclones en serie o en paralelo. Se utiliza en el control de
particulas de carbon, en la industria de procesamiento de café, en la produccion de fertilizantes
y de detergentes, también en los procesos donde el equipo genera emisiones, tales como
secadores, tamices, molinos, sistemas de transferencia de producto y almacenaje.

& Filtro de tela (baghouses)

Remueve las particulas de la corriente mediante un medio poroso y una torta de polvo como
medio filtrante, emplean bolsas que se instalan en una cdmara. El gas contaminado pasa a
través del medio filtrante, el gas limpio sale por un lado del medio, mientras que el polvo es
colectado en el otro lado. Periddicamente se remueve el polvo de la tela. Se emplean

comuinmente en instalaciones de calderas.




B) Tecnologias para remocion de gases

¢ Lavador himedo (Wet scrubber). Lavador de Ventur

En este equipo se utiliza liquido para remover las particulas o gases de una corriente gaseosa.
Existen diversas operaciones, el agua asperjada puede inyectarse en la corriente de gas, el gas
puede ser forzado a pasar a través de peliculas de liquido, o el gas puede pasar a través de una
cama de esferas de pldstico cubiertas con liquido. Estdn disefiados para incorporar pequefias
particulas de polvo en grandes gotas de agua de didmetro 50 - 500 pum. Esas gotas son
colectadas por mecanismos como gravitacion, impacto sobre mamparas o por accion ciclénica.
Se utilizan quimicos para oxidar los contaminantes, por ejemplo cloro, ozono, y

permanganato. En la Fig. 1.2.1.1 se muestra un esquema de un lavador venturt.

Gas Limpio

Lavado con bases
Torre empacada

Torre empacada Lavado con 4cidos

Lavadores venturi
Separacién de polvo

Gas Sucio
Fig. 1.2.1.1. Descripcién de un lavador venturi.

Entre sus desventajas se encuentran problemas de corrosién, dificultad para recobrar los

coproductos, y generacién de lodos, transfiere la contaminacién del aire al agua. Con




frecuencia se emplean en la industria del hierro y el acero, en la industria quimica, en la
petrolera, en la industria de fertilizantes, de pulpa y de papel.

e Precipitador electrostatico

Se basa en un sistema de descarga de electrodos que produce un fenémeno en el cual las
moléculas gaseosas son ionizadas por colisiones de electrones en una region de un campo
eléctrico alto, mientras se mantiene la distancia correcta y alineacion hacia los electrodos de
captura para evitar desbalanceo en el campo eléctrico. Tienen eficiencias superiores al 99% .

e Adsorcién

El carb6n activado adsorbe de 90 a 95% de compuestos orgénicos volatiles (COV) de Ia
corriente si es regenerado o reemplazado regularmente. La efectividad de remocion disminuye
segin se satura el carb6n, y cualquier vapor de agua interfiere en la adsorcion del
contaminante. Es una técnica adecuada para la remocién de pequefias cantidades del
contaminante, su eficiencia depende de la capacidad de adsorber compuestos del mismo,
ademas, los compuestos orginicos pueden ser recuperados en algunos casos. Pero bajo
condiciones secas de sorcion de gases, el carbon activado es flamable. (Leson & Winer, 1991];
Bohn, 1992).

e Oxidacidn catalitica y térmica (Incineracion)

La oxidacion catalitica requiere altas temperaturas, de 150°C a 500°C, dependiendo del
catalizador y del contaminante. Los catalizadores y recuperadores de calor reducen los costos
de combustible pero a expensas de costos elevados de instalacién y mantenimiento. La
inicineracién se basa en la oxidacién térmica de compuestos gaseosos que ocurren en
fracciones de segundos. La incineracién a altas temperaturas es rdpida y mayor a 99%
completa, sin embargo, requiere grandes cantidades de combustibles y produce 6xidos de
nitrégeno. Es apropiada para efluentes con altas concentraciones de contaminantes organicos,

pero en corrientes diluidas aumentan los costos, ademas estos métodos no remueven metales

(Leson & Winner, 1991; Bohn, 1992).




1.2.2 Tecnologias bioldgicas

El tratamiento bioldgico ha sido propuesto como un sistema para el control y la eliminacion de
algunos compuestos voldtiles. En términos generales la purificacion bioldgica es un proceso
en el cual los. gases contaminados son tratados al entrar en contacto con un medio
biolégicamente activo. El material biolégico puede encontrarse inmobilizado o libre.

La degradacién de los compuestos organicos consiste en transformarlos en compuestos mas
simples (CO,, Ny, CHy, HyO, H,S, S°, SO4, NO3) y una fraccion de los compuestos organicos
contaminantes pasan a formar parte del nuevo material celular.

Actualmente, esta técnica estd siendo implementada en Europa, Japon y maés recientemente en
los E.U.A.. En dichos paises se ha aplicado en la industria farmacéutica, quimica, de celulosa
y papel, alimentaria, en plantas de tratamiento de aguas y donde se aplican pinturas tales como
fabricas de automdviles, de muebles, talleres, etc. (Revah, et. al. 1996).

La biofiltracion se dirige a sistemas que emiten relativamente bajas concentraciones de manera
que la recuperacién de quimicos para reuso no es prictica o econdmica; no obstante, puede
controlar la contaminacién en pequefias y medianas empresas.

Los métodos tradicionales para purificacion de aire (lavador, adsorcién, incineracién, y
combustién catalitica) tienen desventajas inherentes. Los oxidantes quimicos son costosos y
peligrosos, en algunos casos el contaminante sdlo se transfiere y queda el problema de
disposicién del agua o carbén activado, éste tltimo requiere regeneracion periédica, en varios
de ellos se necesita un elevado consumo de agua, energia, y combustibles, tienen ademas
elevados costos de instalacién y mantenimiento. No obstante, son técnicas rdpidas y altamente
eficientes. Por ejemplo, las tasas de oxidacion de COV varfan de fracciones de segundo en
incineradores o segundos en lavadores quimicos a minutos o dias en biofiltros. Las reacciones
rapidas requieren combustibles, quimicos y mantenimiento, en cambio, las reacciones
microbianas lentas y baratas requieren grandes volimenes de reactor y grandes dreas de lecho.
La biofiltracion combina la sorcién del carbén activado, el efecto lavador del agua v el efecto
de la oxidacién. La biofiltracion remueve del 80% al 99% de un amplio rango de COVs vy

CIVs dependiendo de su reactividad quimica y bioldgica (Bohn, 1992).




La biofiltracién es una tecnologia ambiental amigable porque supone una oxidacion completa
de contaminantes en diéxido de carbono y agua sin generar corrientes de desechos residuales,
ademds, requiere poca energfa, pero no es adecuada para corrientes con altas concentraciones
del contaminante, éste debe ser biodegradable y no téxico a los microorganismos.

En lo referente al aspecto econdémico, en las Tablas 1.2.3.1 y 1.2.3.2 se comparan los costos
totales para algunos métodos de control de contaminacién de aire, en ellas se observa que la

biofiltracién tiene una ventaja considerable, aunque pueda variar para algunos casos.

Tabla 1.2.3.1. Comparacién de costos de tratamiento entre tecnologias para control de la

contaminacion del aire (Bohn, 1992).

TECNOLOGIA DE TRATAMIENTO COSTO TOTAL* POR 10° FT’ DE AIRE (USD)
Incineracion 130

Cloracidn 60‘

Ozono 60

Carboén activado (con regeneracion) 20

Biofiltracién 8

*Costos para 1991.

Tabla 1.2.3.2. Comparacién del consumo de combustible y energia entre tecnologias para el

tratamiento de aire (Bohn, 1992).

TECNOLOGIA CONSUMO CONSUMO ENERGIA
COMBUSTIBLE/QUIMICOS
Incinerador 15 USD/ cfm Despreciable
Lavador quimico Superior a 8 USD/ cfm I W /cfm
Biofiltro con suelo 0 0.6 W /cfm
como soporte.




1.3 Sistemas biolégicos para tratamiento de aire

Los reactores biolégicos de fase gaseosa utilizan reacciones microbianas para tratar el aire
contaminado. Son efectivos y econémicos para degradar corrientes diluidas de compuestos
biodegradables y no toxicos. Bdsicamente operan haciendo pasar la corriente de aire
contaminado a través de un lecho filtrante, éste puede ser orgdnico o inorgéanico, particulado o
estructurado. El lecho filtrante es humedecido con cierta frecuencia dependiendo del tipo de
sistema que se trate, y los microorganismos que han sido inoculados invaden el soporte. A
medida que la corriente gaseosa atraviesa el lecho, los contaminantes, orgénicos 0 inorgdnicos,
son transferidos a la fase liquida y posteriormente a la fase biolégica en donde son
transformados produciendo compuestos menos téxicos, CO,, HO y mads biomasa.

Las industrias que pueden aplicar tecnologias bioldgicas para el control de la contaminacion
de sus efluentes son las de produccién de quimicos y farmacéuticos, talleres € industrias de
pintura y de impresidn, crematorios, industrias de procesamiento de alimentos y aquéllas que
generan olores, industrias fundidoras, rellenos sanitarios y plantas de tratamiento de aguas
residuales, la industria del petréleo y en la manufactura de petroquimicos, entre otras.

Los sistemas de tratamiento de aire biolégicos pueden agruparse en biofiltros, biofiltros
percoladores o rociadores y en biolavadores, la diferencia radica en el estado de la fase
liquida que puede estar estacionaria 0 en movimiento como se esquematiza en la Tabla 1.3.1.

(Revah, et. al. 1996; Devinny, et. al. 1999).

Tabla 1.3.1. Clasificacién de bioreactores para tratamiento de efluentes gaseosos.

LIQUIDO EN LIQUIDO
MOVIMIENTO ESTACIONARIO
Biomasa Biolavador
Suspendida
Biomasa Biofiltro percolador Biofiltro
Fija
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1.3.1 Desarrollo de tecnologias bioldgicas

El uso del concepto basico de un sistema de biofiltracion se realiz6 en 1923 para remover H,S
proveniente de una planta de tratamiento de aguas residuales. Los primeros biofiltros
construidos eran abiertos y empleaban como soporte suelo poroso, se hacian huecos en el
suelo y se colocaba un sistema de tubos perforados en la base para hacer pasar el aire. Se
utilizaban en un principio para tratamiento de olores de plantas de tratamiento de aguas
residuales. La primera aplicacién de una patente de esta tecnologia fue en 1934, para el
tratamiento de compuestos olorosos o particulas biodegradables. A partir de 1950 se publican
los fundamentos de la tecnologia de biofiltracién y se difunde en Estados Unidos y Alemania
Occidental. En esta década se instalan biofiltros de tierra para tratamiento de olores en
California, EUA y en Nuremberg, Alemania (Leson & Winer, 1991; Revah, et. al. 1996).

En los afios 60s se inicia la investigacion sistemdtica de los procesos de biofiltracion para
remocion de H,S, sin embargo, el disefio de biofiltros seguia siendo empirico.

En la década de los 70s, el disefio de biofiltros permitia mayores cargas de olores y
compuestos volatiles. El desarrollo de su disefio se efectud principalmente en Alemania y Los
Paises Bajos, los sistemas seguian siendo abiertos pero se modificé la red de distribucién de
aire para evitar su taponamiento, se utilizaron también medios de soporte estructurados a fin
de impedir la compactacién y mejorar el flujo.

En la década de los 80s el desarrollo de los biofiltros fue rapido en Europa y lento en América.
Se disefaron sistemas cerrados operados por computadora para tratar olores, voldtiles y
mezclas, empleando medios filtrantes inorganicos novedosos, como carbén activado granular
sobre poliestireno y cerdmicas. En 1986 se emplean técnicas de disefio avanzadas y se inicia el
desarrollo de modelos mateméticos (Devinny, et. al. 1999).

Conforme las normas de calidad de aire se han vuelto estrictas, se han desarrollado sistemas
mas eficaces y baratos para el tratamiento de aire. En la década de los 90s las investigaciones
se enfocaron a la creacién de modelos que han permitido un mejor control de los procesos, a la
utilizacién de nuevos soportes sintéticos que optimizan la remocién de compuestos, como

membranas, textiles, y algunos polimeros, a las cinéticas de remocion de recalcitrantes.

17




ademas de nuevos disefios con reutilizacién de medios filtrantes, movimiento del lecho
filtrante, distribucién de flujo de aire, entre otros (Ostlie-Dunn, et. al. 1998; Sabo, et. al. 1998).
En la tabla 1.3.1.1 se muestra un resumen del desarrollo de las tecnologias de tratamiento de

compuestos gaseosos (Leson & Winer, 1991; Revah, et. al. 1996; Devinny, et. al. 1999).

Tabla 1.3.1.1. Desarrollo de tecnologias para el tratamiento contaminantes gaseosos.

1950 1960 1970 1980 1990
Investigacion y Desarrollo en Desarrollo en
Tratamiento de desarrollo en Tratamiento de Europa y EUA. Europa, EUA.
olores Alemania y Paises |olores y COVs Tratamiento de Nuevos disenos
Bajos olores y COVs de mayor
eficiencia
Suelo, compostay | Soportes Investigacion de
Soporte suelo turba con inorganicos, carbén | soportes
poroso Suelo poroso materiales activado, sintéticos
estructurados poliestireno, estructurales
ceramica fibras y textiles
Sistemas cerrados
Sistemas abiertos | Sistemas abiertos | Sistemas abiertos | Sistemas cerrados | con monitoreo y
con monitoreo control

1.3.2 Descripcién de biotecnologias para el tratamiento de aire

A) En un biofiltro, Fig. 1.3.2.1a, el gas que contiene compuestos organicos e inorganicos
volatiles (COV y CIV), pasa a través de un lecho himedo empacado con particulas organicas
porosas. Los COV y CIV son sorbidos por el lecho de filtro biolégico, entonces los
microorganismos que se encuentran adheridos al material filtrante degradan aerébicamente los
compuestos quimicos sorbidos (Mycock et.al. 1995). Los materiales de empaque generalmente

son composta y turba, se adicionan materiales de relleno que evitan su compactacién como




poliestireno, rocas de tezontle, trozos de madera, aserrin y otros. El drea superficial especifica
gas/liquido varia de 300 a 1000 m%/m® (van Groenestijn & Hesselink, 1993).

B) En los biofiltros percoladores, Fig. 1.3.2.1b, los microorganismos se fijan a un soporte
inorgédnico y los que se encuentran suspendidos en la fase acuosa degradan los compuestos que
han sido absorbidos conforme la corriente gaseosa atraviesa el reactor. Operan con la fase
acuosa y gaseosa moviéndose en cocorriente o contracorriente. Cuando el liquido es
recirculado se pueden adicionar nutrientes o amortiguadores de pH para promover un
ambiente de maxima remocién. El factor mds importante en un biofiltro percolador es que
debe hospedar una poblacién microbiana en franco crecimiento, sin que €ste sea excesivo para
evitar obstruccién de flujos (Devinny et.al. 1999). Tienen menor drea especifica que los
biofiltros 100 a 300 m*m’ por tanto inadecuado para compuestos poco solubles en agua (van
Groenestijn & Hesselink, 1993).

C) En los biolavadores, Fig. 1.3.2.1c, el liquido que limpia la corriente gaseosa es liberado
continuamente en la parte superior del empaque y gotea hacia el fondo en direccién de un
colector de liquido. La corriente contaminada se introduce a presion por la parte inferior del
equipo y se dirige hacia la superficie del lecho empacado en contra corriente a la direccion del
liquido, ésto asegura una mayor absorcién de gases tOxicos y compuestos odoriferos. La
absorcion puede llevarse a cabo en una columna empacada, una torre de rocio o una columna
de burbujeo. Después de que ha ocurrido la absorcién del contaminante, el liquido se transfiere
a un recipiente diferente en donde su degradacién es efectuada por un consorcio de
microorganismos en suspensién. Este recipiente se airea adecuadamente para asegurar la
maxima degradacién. La fase de liquido libre contribuye al suministro continuo de nutrientes,
a la remocién de metabolitos téxicos, conteniendo la biomasa suspendida para una continua
inoculacion y ayudando a la difusién de compuestos hidrofilicos dentro de la biopelicula
(Devinny et.al. 1999).

Aunque la remocién de contaminantes en sistemas bioldgicos de tratamiento de aire est4 dada
por procesos de adsorcidn, absorcién en el medio filtrante y oxidacién por microorganismos,
es ésta dltima la que los transforma y elimina completamente convirtiéndolos en agua y

dioxido de carbono, por esta razén se considera uno de los componentes mds importantes.
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1.4 Biopeliculas

Las biopeliculas bacterianas en ambientes acuosos son estructuras heterogéneas compuestas
por agregados celulares que se mantienen unidos por una matriz de substancias extracelulares,
entre ellos se encuentran espacios vacios y canales que permiten la difusion de nutrientes. Las
biopeliculas pueden considerarse hidrogeles altamente porosos (Stoodley, et. al. 1999).

Solo recientemente los investigadores han tomado conciencia de la casi universal asociacion
de los microorganismos con superficies y la relacién con ellos mismos. En la dltima década se
han llevado al cabo investigaciones sisteméticas en varios campos incluyendo microbiologia,
medicina, e ingenieria para obtener un mejor entendimiento de la composicion, fisiologia, y
dindmica de biopeliculas dirigido al desarrollo de modelos y sistemas que permitan su control

y aprovechamiento.
1.4.1 Ocurrencia en el ambiente

Las biopeliculas tienen un origen extremadamente antiguo, como lo demuestra la presencia de
estromatolitos en el registro f6sil. La adaptacién de la vida a la existencia en biopeliculas debe
haber ocurrido en las primeras etapas de la evolucién, las caracteristicas y propiedades de las
biopeliculas son el resultado de miles de millones de afios de seleccién natural y evolucion
(Palenik, et. al., 1989). Los sistemas microbianos se encuentran en todas partes, las células se
organizan ellas mismas en peliculas sobre la superficie de s6lidos con beneficios ecologicos, el
microorganismo logra mantenerse en un ambiente favorable y evita ser apartado uniéndose €l
mismo a superficies (Devinny, et. al. 1999). Las biopeliculas pueden encontrarse en casi todas
las superficies expuestas a agua independientemente del estado trofico, se pueden localizar
acumuladas en los lechos de rios o sobre particulas suspendidas en lagos y en ambientes
marinos, creciendo en asociacion con raices de plantas, en instalaciones de tratamiento de
agua y drenajes, y en sistemas animales incluyendo el ser humano. Artificialmente se
desarrollan en sistemas modelo de laboratorio, reactores de biopelicula, ttiles en la industria
de fermentacion y en la industria farmacéutica por inmovilizacién de células sobre materiales

especificos usados como acarreadores (Wilderer & Characklis, 1989).
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Las biopeliculas pueden ser benéficas o perjudiciales dependiendo donde se encuentran, se
consideran benéficas

¢ En lechos de rios y en ambientes marinos remueven contaminantes
¢ En raices de plantas aumentan la disponibilidad de nutrientes

¢ En sistemas de tratamiento de aguas

¢ Reactores de biopelicula

¢ Aplicaciones farmacéuticas

Por otra parte, se consideran dafiinas en

¢ Acumulacién en sistemas de tratamiento provocan taponamientos
¢ Acumulacién en intercambiadores de calor

¢ Tuberias y cascos de barcos

¢ Corrosion de materiales

¢ Caries dental

+ Monumentos

¢ Infecciones en Organos e implantes.

1.4.2 Composicién general de biopeliculas

Se define un sistema de biopelicula por un soporte, la biopelicula misma, y el medio en el cual
estd inmersa, que en su caso puede ser un liquido, una atmoésfera gaseosa himeda o una
pelicula liquida limitada por un espacio gaseoso (Wilderer & Characklis, 1989).

La presencia de un soporte es fundamental para el desarrollo de biopeliculas, generalmente se
consideran soportes sélidos, sin embargo, es posible su formacién entre dos fases liquidas
inmiscibles. Las caracteristicas del soporte sélido definirdn los procesos de colonizacion,
desarrollo e incluso su fisiologia; entre ellas se encuentran el tipo de material, orgénico o
inorganico, la degradabilidad, la toxicidad, la porosidad y rugosidad, el drea superficial, la
permeabilidad a ciertas moléculas, ademéds de ciertas caracteristicas fisicas como

hidrofobicidad, energia superficial, propiedades como adsorbente, entre otras. (Wilderer &

Characklis, 1989).
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El siguiente elemento es la fase bioldgica. Las células que conforman las biopeliculas pueden
ser bacterianas, flingicas o levaduras, en sistemas abiertos se encuenfran protozoos,
nemitodos, algas, y rotiferos entre otros. La actividad de los microorganismos en el interior de
la biopelicula depende de las condiciones ambientales en las que se encuentra, en sistemas de
tratamiento de contaminantes, sélo una pequefia fraccién de la poblacién es activa.
Naturalmente las biopeliculas las conforman consorcios o cultivos mixtos, en ella se presenta
una sucesién de poblaciones y las interacciones propias entre microorganismos, tales como
comensalismo, mutualismo, simbiosis, etc. En laboratorio se desarrollan biopeliculas con
cultivos puros o poblaciones binarias para el estudio de colonizacién e interaccion entre
microorganismos (Wilderer & Characklis, 1989; Palenik, et. al. 1989; Lazarova & Manem,
1995; Devinny, et. al. 1999).

La colonizacién del soporte es favorecida por la formacién de una pelicula condicionante,
compuesta por residuos celulares y otras particulas que funcionan como nutrientes. Primero
ocurre la adsorcion reversible de la célula al soporte, lo cual sucede en segundos, enseguida,
en unos cuantos minutos se presenta la adhesidn irreversible, posteriormente comienza el
crecimiento y multiplicacién, lo cual toma de horas a dias, entonces inicia la produccion de
exopolimeros y la formaci6n de la biopelicula propiamente dicha, finalmente se adhieren otros
organismos y va cambiando la poblacién. La biopelicula madura comienza a degradarse por
erosion, abrasion, desprendimientos, separacion total del soporte y predacion. La adsorcion de
las células al soporte es mediada por interacciones electrostdticas e hidrofébicas, la adhesion
es favorecida por la presencia de fimbria, pili, cdpsulas y por la formacién de substancias
exopoliméricas. La multiplicacion de las células confiere la estructura a la biopelicula, las
colonias crecen horizontal o verticalmente hasta poblar completamente la superficie (Marshall,
1997; Asmusa, 1999).

Las colonias se encuentran embebidas en una matriz de exopolimeros llamada glicocalix, éste
posee caracteristicas de un hidrogel viscoeldstico debido a su composicion. ya que las hebras
de polimeros que lo forman poseen estructuras multihelicales y se agregan mediante puentes
de hidrégeno para formar geles viscoeldsticos altamente hidratados (Stoodley, et. al. 1999). En
el glicocalix predominan los polisacdridos como alginato, gelano, xantano. que representan

arriba del 65% de materiales extracelulares, pero también estin presentes otras substancias
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como proteinas, dcidos nucléicos y lipidos. Algunos exopolimeros contienen glicoproteinas,
glucésidos o glucofosfatos. Se encuentra, ademas, materia inorgdnica como precipitados de
calcio, metales y arcillas. El estudio de los componentes del glicocalix estd enfocado a
determinar la proporcién y estructura de la red de polimeros, esto implica la aplicacion y
desarrollo de métodos de extraccién y caracterizacién que no perturben la arquitectura de la
biopelicula (Lazarova & Manem, 1995; Palenik, et. al. 1989).

La fase liquida que cubre a la biopelicula permite el transporte de células, la difusion de
nutrientes hacia el interior y de metabolitos de desechos hacia el exterior por los poros y
canales de la matriz. En la interfase ocurren fendmenos de transferencia tales como deposicion
y atrapamiento de particulas, y el movimiento de sélidos producto del desgaste de la pelicula

(Wilderer & Characklis, 1989).
1.4.3 Biopeliculas en sistemas de tratamiento de aire

La biopelicula puede ser muy diferente en biofiltros, generalmente estan colonizados por
bacterias, levaduras y hongos ya que por su tamafio producen una razén superficie/volumen
alta ideal para un rdpido consumo de contaminantes. Las bacterias son generalmente mas
pequefias y mds activas que los hongos y pueden dominar en un biofiltro con alto contenido de
agua y pH cercano a la neutralidad. Los hongos se vuelven mas abundantes si el biofiltro ha
sido secado o es mds acido y pueden degradar substancias complejas, pueden crecer en el
espacio de aire, su superficie hidrofébica permanece seca y ellos absorben el substrato
directamente de la corriente de aire. La elevada area superficial de los hongos filamentosos
puede facilitar la transferencia de compuestos (Devinny, et. al. 1999).

Si el sistema de tratamiento es abierto se colonizara por nuevas especies de bacterias y hongos,
también se pueden encontrar portozoos ciliados, amoebae, nematodos y algas dependiendo de
la movilidad de la fase acuosa y de la naturaleza del inéculo. Los organismos superiores
pueden actuar como predadores en el control de biomasa.

La comunidad microbiana varia con la profundidad de la pelicula. Las capas mas profundas
pueden encontrarse con limitaciones de substratos de manera que los organismos modifican su

metabolismo o bien cambia la poblacién. Ademds, las comunidades microbianas cambian en
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las tres dimensiones de los sistemas de tratamiento, se han hecho observaciones de la alta
herterogeneidad de la biopelicula en biofiltros (Cdrdenas-Gonzélez, et. al. 1998; Devinny, et.
al. 1999).

La eficacia en la remocién de contaminantes estd dada por la velocidad de transformacion
microbiana y por los procesos de transferencia y transporte. La superficie irregular de la
biopelicula provee mayor superficie para la transferencia de masa, pero conforme engrosa, se
vuelve una barrera para el transporte. Se han observado poros y canales en la matriz que
promueven la transferencia de oxigeno de la fase acuosa por adveccién més que por difusion.
El agua dentro de la matriz, considerada un hidrogel, es estacionaria, asi es suprimida la
adveccion y la difusién es el tnico modo de transporte (Stoodley, et. al. 1999). Si los
microorganismos son muy activos, pueden consumir el substrato a mayor velocidad que la de
su difusién, por lo que las células en el interior del biopelicula quedan sin substrato. En este
caso la tasa de tratamiento es controlada por la tasa de difusién en la biopelicula méas que por
la cantidad de biomasa presente. Si el substrato es abundante y rdpidamente degradado, puede
que el oxigeno no penetre a una velocidad suficientemente rdpida para suministrar a los
microorganismos, y la parte mds profunda de la biopelicula se vuelve anaerobia. Entonces las
especies aerébicas dominan cerca de la superficie de la biopelicula, mientras que otras estan
presentes en la zona anaerdbica. La concentracion de substrato varia con la profundidad y las
especies en la superficie deben ser aquéllas capaces de degradar altas concentraciones de
contaminantes, mientras que especies en lo profundo pueden sobrevivir con bajas
concentraciones, coproductos o materiales de desecho y células muertas. Debido a que la fase
acuosa puede contener una poblacién de microorganismos en suspensién que pueden soportar
altas concentraciones, ellos contribuyen significativamente a la actividad global de remoci6n
(Villaverde, et. al. 1997; Xu, et. al. 1998).

Por otra parte, la biomasa de la biopelicula puede obstruir los poros y reducir el area
superficial total de transferencia de gas disponible. En casos extremos, el flujo es restringido a
unos cuantos canales, la transferencia es muy lenta y el biofiltro falla. Por ello los procesos de
desgaste de biopelicula son necesarios para evitar el taponamiento del biofiltro, ademas de
exponer continuamente nuevas superficies para mas crecimiento de biopelicula y el consumo

de contaminantes (Devinny, et. al 1999).
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1.5 Fenémenos fisicos presentes en biofiltros

1.5.1 Adsorcion

La adsorcién es un fendmeno interfacial resultante de las fuerzas diferenciales de atraccion o
repulsién que ocurre entre moléculas o iones de las diferentes fases en las superficies de
contacto expuestas. De acuerdo con las diferentes fases que pueden estar en contacto, pueden
ocurrir varios tipos de adsorcién, tales como la adsorcidn de gases sobre sdlidos, o gases sobre
superficies liquidas, o de liquidos sobre sélidos (Hillel, 1980). Existe una diferencia entre
adsorcién y absorcién, la adsorcion es una adhesion o repulsion superficial y la absorcion se
refiere a una fase que penetra o permea otra. Con frecuencia es imposible separar ambos
fenémenos sobre todo en sistemas altamente porosos, entonces se emplea el término sorcion,
La adsorcién siempre ocurre en cierta medida cuando una superficie limpia es expuesta a
vapor (gas por debajo de su temperatura critica y por tanto condensable). Invariablemente la
cantidad adsorbida sobre una superficie solida depende de la temperatura absoluta, la presion
absoluta, y del potencial de interaccién E entre el adsorbato y el adsorbente, por lo tanto para
cierta presion y temperatura de equilibrio, el peso del gas adsorbido por unidad de peso del
adsorbente esta dado por

W =f(P,TE)
Usualmente la cantidad adsorbida es medida a temperatura constante y la ecuacion anterior se
reduce a

W=f(P,E)
Una gréfica la W vs P a temperatura constante se denomina isoterma de adsorcién de un vapor
y una interfase sélida particulares (Lowell & Shields, 1991).
Dependiendo de la fuerza de interaccion todos los procesos de adsorcién pueden dividirse en
adsorcién quimica y fisica. La primera también se llama adsorcién irreversible o
quimiosorcidn, se caracteriza por grandes potenciales de interaccién, lo que lleva a altos
calores de adsorcién cercanos a valores de enlaces quimicos. La quimisorcién involucra
verdaderos enlaces quimicos del vapor de gas con la superficie soélida, por ello ocurre con

frecuencia por arriba de la temperatura critica del adsorbato. Usualmente estd asociada a una
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energia de activacion y necesariamente estd restringida a (al menos) una capa sencilla de
adsorbato quimicamente enlazado sobre la superficie. Ya que se forman enlaces quimicos
entre el adsorbato y un sitio especifico sobre la superficie, el adsorbato se encuentra menos
libre para migrar por la superficie.
La adsorcién reversible o adsorcién fisica es acompafiada por bajos calores de adsorcidn con
cambios estructurales que ocurren en la superficie. En este caso se cubre la superficie por mds
de una capa de adsorbato (al contrario de la quimica), entonces los poros pueden ser llenados
por el adsorbato. Se lleva a cabo rdpidamente ya que no se requiere energia de activacion
(como en la quimiosorcién). Una excepcién es la adsorcién en poros pequefios en donde la
difusién puede limitar la tasa de adsorcién. Las moléculas fisicamente adsorbidas no estan
restringidas a sitios especificos y son libres de cubrir la superficie entera.
Las interacciones adsorbato-adsorbente que contribuyen a la adsorcion son:
= Jon-Dipolo. Un sélido ionico y un adsorbato polar pero eléctricamente neutro
= Jon-Dipolo inducido. Un sélido idnico y un adsorbato polarizable
= Dipolo-Dipolo. Un sélido polar y un adsorbato polar
* Interaccion de cuadripolo. Moléculas simétricas con 4tomos de diferentes
electronegatividades como el CO2 que posee un cuadripolo que interacciona con
superficies polares.
Brunauer, Deming, Deming y Teller (Lowell & Shields, 1991), encontraron que las isotermas

de adsorcidn se ajustan a los siguientes tipos, graficando peso adsorbido vs presion relativa:

Tipo I Ti
Tipo I ipo ipo HI

Tipo IV Tipo V Tipo VI
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Tipo 1. Se encuentra cuando la adsorcién estd limitada para al menos unas cuantas capas de
moléculas. Esta condicién se encuentra en la quimiosorcién. Donde la asintota se aproxima a
una cantidad limitante que indica que todos los sitios de la superficie estdn ocupados. En el
caso de la adsorcién fisica, la isoterma tipo I se encuentra con polvos microporoso cuyos
tamafios de poro no exceden unos cuantos didmetros moleculares del adsorbato.

A altas presiones los poros se llenan por adsorbato adsorbido o cohdensado produciendo una
satturacién, indicando una adsorcién pequefia (o ausente) después de que los microporos se
han llenado. La adsorcién fisica que produce el tipo I indica que los poros son microporos y
que la superficie expuesta reside casi exclusivamente dentro de los microporos los cuales una
vez llenos con adsorbato dejan una pequefia superficie externa para la adsorcion adicional.
Tipo I1. Cuando la adsorcién ocurre sobre polvos no porosos o con polvos de didmetros de
poro mayores que microporos. El punto de inflexién de la curva ocurre cuando casi se ha
completado la primera capa adsorbida y con un incremento en la presién relativa. La segunda
y posteriores capas son completadas hasta saturacion del nimero de capas adsorbidas se
vuelve infinita.

Tipo III. Se caracteriza por calores de adsorcidon que son menores que el calor de licuefaccién
del adsorbato. Asi, segin ocurre la adsorcion, se facilita la adsorcidon adicional porque la
interaccién del adsorbato con la capa adsorbida es mayor que la interaccién con la superficie
del adsorbente.

Tipo IV. Ocurren sobre adsorbentes porosos con radio de poro en el intervalo de 15- a 1000
Angstorms. La pendiente aumenta a presiones elevadas mayores lo que indica un aumento de
consumo de adsorbato segiin se van llenando los poros. Igual que en las isotermas de tipo II, el
quiebre en las de tipo IV generalmente ocurre cerca de que se ha completado la primera
monocapa.

Tipo V. Resultan de potenciales de interaccion adsorbato-adsorbente pequefios similares a los
de las isotermas de tipo III. Sin embargo el tipo V estd asociado también con poros en el
mismo rango de aquéllas del tipo IV.

Tipo VI. Recientemente se ha encontrado un nuevo tipo raro de isoterma que presenta una

serie de pasos.
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1.5.2 Desorcion de agua

Se entiende por secado la remocidn de un liquido de un material por la aplicacién de calor, y
es acompafiado por la transferencia de un liquido desde una superficie hacia una fase de vapor
no saturado (Lachman, et.al. 1986). Existen métodos de secado no térmicos, es el caso de la
desecacién de humedad de un sélido colocdndolo en un contenedor sellado con un material
que remueve la humedad tal como silica gel o una solucién salina saturada. El secado reduce
la reactividad quimica del agua remanente, lo cual se expresa como una reduccion en la
actividad del agua del material (Cheftel & Cheftel, 1976). Una curva tipica de secado se

representa en la Fig. 1.5.2.1 (Lachman, et. al. 1986).

B
gHZO \

g sélido seco

A\

Tiempo

Figura 1.5.2.1. Curva tipica de secado de un material sélido.

El segmento AB indica el enfriamiento del sélido hasta alcanzar la temperatura de bulbo
humedo; en B la temperatura se estabiliza y permanece constante mientras haya una pelicula
de humedad remanente en la superficie del material; en BC la humedad que se evapora en la
superficie es reemplazada por el agua que difunde desde el interior del sdlido, aqui la tasa de
secado es constante; en C el agua superficial ya no es reemplazada con suficiente velocidad
para mantener una pelicula continua de agua, por lo que aparecen manchas de sequedad y la
velocidad de secado comienza a disminuir (Contenido de humedad critico); en CD crecen en
ndmero y drea las zonas secas, la tasa de secado cae estacionariamente (Primer periodo de

caida de velocidad); en D la pelicula de agua superficial se ha evaporado completamente y la
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tasa de secado depende de la tasa de difusion de humedad a la superficie, la caida de velocidad
de secado es mayor (Segundo punto critico, Segundo periodo de caida de velocidad); en E la
tasa de secado es cero y su contenido de humedad permanece constante y en equilibrio con los
alrededores. Una isoterma de sorcién es la curva que indica la cantidad de agua retenida por
un material en funcién de la humedad relativa de la atmésfera que lo rodea bajo condiciones
de quilibrio y a una determinada tempreatura. Entre los modelos teéricos, el més aplicado a

alimentos es el de Brunauer, Emmett y Teller (isoterma BET), representada en la Fig. 1.5.2.2.

A
a1 N a(C-1
M(l-a) MC M,C
__/C-I/MC
1/M;C
T >
Fig. 1.5.2.2 Representacién de la isoterma BET 0.5 a

donde
aes Aw
M es el contenido de agua del producto (g / 100g materia seca)
M, es el contenido de agua correspondiente a 1a capa monomolecular

C es una constante igual a k*exp(Q/RT), donde Q;es el calor de sorcidn.

Las isotermas de desorcién se limitan en dos secciones, de agua fuertemente ligada y de agua
débilmente ligada- agua libre. En la primera seccién la Aw estd entre 0 y 0.3, se encuentra una
capa monomolecular fija a los grupos polares de las proteinas (NH;" y COO") y de los grupos
~OH de cadenas de carbohidratos.

En la segunda seccién se encuentran capas sucesivas de agua cada vez mds libre. En esta
seccion el agua presenta sus propiedades habituales de disolvente, casi no hay diferencia entre
el agua débilmente ligada y el agua libre, se intercambian facilmente entre si (Cheftel &

Cheftel, 1976).
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1.5.3 Hidrofobicidad

Se ha sugerido que la tendencia global de los microorganismos para exhibir una superficie
hidrofébica estd determinada por componentes de la superficie apolares y polares. En algunos
microorganismos, los componentes de superficie que promueven la hidrofobicidad
(hidrofobinas) y reducen la hidrofobicidad (hidrofilinas) parecen coexistir en la superficie
celular. Por lo tanto su concentracion relativa, su distribucién, configuracion y yuxtaposicién
es lo que determina la tendencia de la célula a presentar propiedades de superficie hidrofdbicas
(Rosenberg & Doyle, 1990).

La mayoria de las células lleva una carga superficial neta negativa, su magnitud es afectada
por el tipo de cepa, condiciones de crecimiento, pH y la presencia y concentracién de varios
iones inorgédnicos. Aunque deberia esperarse una correlacién inversa entre la carga de
superficie y la hidrofobicidad, a mayor carga de los grupos superficiales menor
hidrofobicidad, entonces una célula puede tener ninguna o una pequefia carga neta superficial
y estar cubierta por un gran nimero equivalente de moléculas cargadas positiva y
negativamente, lo cual disminuye el efecto hidrofébico. Otro de los elementos que confieren
hidrofobicidad a las células son los apéndices llamados fimbirias, pero éstos también pueden
conferirle electronegatividad que disminuye la hidrofobicidad (Rosenberg & Doyle, 1990).
Existen informes del efecto de diversos factores sobre la hidrofobicidad de células
microbianas, tales como pH (Straver & Kijne, 1996), fuerza iénica (Bunt, et.al. 1995), agentes
antimicrobianos (Jones, et.al. 1991), estadio de crecimiento (Rosenberg, et.al. 1980), sin
embargo, la influencia del proceso de desecacion unicamente se ha estudiado en sistemas
complejos, con consorcios y soportes organicos tales como turba, composta y suelos (Valat,
et.al. 1991; King, 1981; Bond & Harris, 1964; Emerson & Bond, 1962) en donde se establece
que la repelencia al agua es causada por materiales organicos hidrofébicos como hifas, 4cidos
himicos y materia vegetal en descomposicion.

Los ensayos para medir la hidrofobicidad de la superficie de la célula se dividen en dos
grandes categorias. La primera categoria mide las propiedades hidrofébicas de la superficie
exterior de la célula como un todo. Tales ensayos incluyen CAM, Contact Angle

Measurements (King, et. al. 1981), particién de las células en una y otra fase liquida TPP,
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Two-phase partition, y la adsorcién de sondas moleculares individuales hidrofébicas a la
superficie de la célula (Straver & Kijne, 1996). La segunda categoria mide la hidrofobicidad
en término de adhesion. Tales técnicas incluyen adhesién microbiana a hidrocarburos MATH,
Microbial Adhesion to Hydrocarbons (Rosenberg, et.val. 1980), cromatografia de interaccion
hidrofébica HIC, Hydrophobic interaction chromatography, y adhesién a poliestireno y otras
superficies sélidas hidrofébicas (Pefalver, et. al. 1996). Las técnicas como el SAT, Salt
Aggregation Test (Jones, et. al. 1991), en las cuales se utiliza un agente salting-out para
inducir la agregacién de células en suspensién cae entre las dos categorias anteriores.
Cualquier medicién de hidrofobicidad microbiana tiene dificultades técnicas inherentes. Las
interacciones hidrofébicas pueden promover la adhesién a un amplio rango de superficies e
interfases, asi, con frecuencia se encuentran microorganismos adheridos a las paredes de los
recipientes de la prueba. Por otra parte, la mayoria de los ensayos de hidrofobicidad usan
suspensiones acuosas, por lo que deben cuidarse a las propiedades de la fase acuosa, el tipo y
concentraciéon de sales, de amortiguadores y la presencia de contaminantes anfipdticos
(componentes celulares liberados por las células mismas) puede tener un efecto en los
resultados. Las bacterias con propiedades hidrofébicas en su superficie tienden a adherirse
unas a otras, resultando en una agregacion. En algunos casos la adhesién de microorganismos
a superficies hidrofdbicas es dependiente de densidad celular. Por dltimo, las condiciones de
crecimiento microbiano pueden afectar profundamente las propiedades de la superficie celular,
por lo que debe ponerse atencion a las condiciones de cultivo (Rosenberg & Doyle, 1990).

A la fecha no se han encontrado reportes sobre la hidrofobicidad de biopelicula formada en
sistemas de biofiltracién, existen sin embargo, trabajos sobre la hidrofobicidad de agregados
celulares o lodos en sistemas para tratamiento de aguas residuales (Jorand, et. al. 1998), pero
dadas las condiciones de completa inmersién en liquido de la biomasa, sus caracteristicas no

son comparables a biopeliculas expuestas al aire.
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2. ANTECEDENTES

Los métodos y técnicas analiticas de estudio de biopeliculas proporcionan las herramientas
bdsicas para obtener la informacién que se busca con la sensibilidad, precision y exactitud
deseadas. Algunos de esos métodos han sido aplicados a evaluar los efectos del contenido de

humedad, actividad de agua y humedad relativa sobre sistemas de biopelicula.
2.1 Métodos empleados para caracterizacion de biopeliculas

La caracterizacion de biopelicula por su composicién y su actividad son dos pardmetros
importantes para la operacién y control de procesos de biomasa fija. Los parametros mads
usados para caracterizacion de biopelicula son grosor, peso seco total y cuenta total de células,
ademads de aquéllos que describen la actividad bioldgica de biopelicula.

Los métodos para su caracterizacién son clasificados en tres categorias (Lazarova & Manem,

1995) segiin se esquematiza en la Tabla 2.1.1.

Tabla 2.1.1 Métodos para caracterizacion de biopelicula.

De luz. De contraste de fases.
A.FORMACION Y ESTRUCTURA | Microscopia CSLM, léser de barrido confocal
DE BIOPELICULA SEM, de barrido de electrones
TEM, de transmisién de electrones.
1. Peso seco, densidad, grosor,
1.Biomasa Total sélidos volitiles, espectrofotomtria,
turbidimetria, cuenta total celular.
B. COMPOSICION DE 2.Componentes celulares 2. Carbono orgénico total, demanda
BIOPELICULA quimica de oxigeno.
3.Componentes especificos: 3. Cromatografia de intercambio
Carbohidratos 16nico y de capa delgada. Pirélisis.
Proteinas Espectrofotometria de masas.
Lipidos Colorimetria.
1. Cuantificacién de moléculas | 1. Medicién de actividad
indicadoras de actividad. enzimdtica. Cuantificacién de ATP
y de acidos nucléicos. Tincién de
C. ACTIVIDAD BIOLOGICA 2. Medicién de consumo de [ fluorocromos y anlisis de
substratos. imagenes.
2. Tasa de consumo de oxigeno.
3. Uso de microelectrodos. 3. Medicién de O,, pH, sulfuro de
hidrégeno.
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A. Formacién de biopelicula y estructura

La estructura de la biopelicula es afectada por condiciones tales como el esfuerzo cortante al
que es sometida, el tipo y concentracién de substrato disponible, ademds de la propia
morfologia celular: la estructura, rigidez y tasa de desprendimiento de biopelicula difiere
segin la capacidad de las cepas para formar microcolonias como capas homogéneas, o bien,
colonias verticales.
Para examinar la formacion y estructura de biopelicula, bdsicamente se utiliza la microscopia
(CSLM, Confocal Scaning Laser Microcopy, SEM Scaning Electron Microscopy; TEM,
Transmission Electron Microscopy), microscopia de luz, de epifluorescencia, de campo claro
y de contraste de fases, en ocasiones junto con andlisis de imagenes. Se pueden mejorar los
resultados empleando diversas técnicas de tincién y de preparacion de muestras. Las
aplicaciones generales de la microscopia son :

= Primeras fases de formacidn de pelicula, la adhesién de microorganismos al soporte

= Seguimiento del desarrollo de la pelicula, formacién de colonias como capas o

columnas, de estructuras, canales, poros y espacios vacios.

= Observar la formacion y estructura de exopolimeros.
Las técnicas de microscopia de luz y microscopia electrénica son el método bdasico para
investigaciones de estructura de biopelicula. La microscopfa de luz es itil como paso
preliminar proporcionado informacién sobre la apariencia general de la masa adherida, pero se
puede obtener mejor informacidén sobre la localizacion y distribucion espacial de biopeliculas
delgadas con tinciones de INT (cloruro de 2-(p-iodofeni)-3-(p-nitrofenil)-5-fenil tetrazolio)
que permite la visualizacién de biomasa activa por su reaccidn con el sistema de transporte de
electrones de la célula. Las principales ventajas de la microsocopia de luz son la simplicidad,
rapidez y posibilidad de observar la biomasa sin necesidad de un tratamiento preliminar. La
resolucién sin embargo es baja y cercana al limite de la dimensiones bacterianas 0.345
pm/pixel.
El desarrollo de la microscopia laser de barrido confocal (CSLM) permite una observacién en
profundidad de la pelicula mediante imagenes en 3 dimensiones lo que provee un puente entre

microscopia de luz y microscopia electrénica. Utilizando esta técnica se ha demostrado una
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clara diferencia en la estructura de agregados bacterianos como funcién de la concentracién de
calcio y la edad de la biomasa y con una distribucién espacial no homogénea de células vivas
y muertas marcadas por fluorocromos. Se ha demostrado la compleja estructura de peliculas
aerébicas formadas por agregados discretos de células densamente empacadas y espacios
intersticiales.

Otra variante es la microscopia de barrido electrénico (SEM) que provee una resolucion de
imagen muy alta, puede acoplarse con el microandlisis de rayos X para determinar dtomos
elementales y la composicién de la biopelicula. Algunos investigadores han observado y
explican la presencia de proyecciones fibrosas como artificios resultado de las etapas de
secado y fijacién de la muestra. La mayor desventaja de la SEM es la lenta y compleja
preparacion de muestras la cual puede inducir al dafio y distorsion de la biopelicula. El paso de
secado de punto critico puede comprimir las células reduciéndolas a un cuarto de su volumen.
Informacién sobre la estructura interna de la biopelicula se puede obtener por medio de la
microscopia de transmision de electrones (TEM). Con esta técnica se han observado tres tipos
de matrices de exopolimeros con diferentes propiedades fisicas y distribucion espacial.
Algunos autores (Siebel & Characklis, 1991) han utilizado el analisis de imdgenes en
microscopia de epifluorescencia para cuenta y medicidn de células bacterianas. Las ventajas
son la rapidez y precisién del método. La mayor desventaja del analisis de imagenes acoplado
a microscopia de campo claro y contraste de fases es su limitada aplicacién a superficies
transparentes.

Ademas de la microscopia, las mediciones con microsensores de la transferencia de masa de
compuestos quimicos marcados proporcionan informacién indirecta de la estructura de

biopeliculas.

B. Composicién de la biopelicula

La composicién de la biopelicula es funcion de su edad y de las condiciones ambientales, se
puede caracterizar por la biomasa total, por componentes celulares y por componentes
especificos.

La cantidad total de biopelicula puede medirse por su masa, densidad o grosor, puede

estimarse también por la medicién de peso seco y de sdlidos volatiles. La desventaja de estos
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métodos es que incluyen organismos vivos, muertos, masa inerte, exopolimeros y materia
orgénica absorbida. Especificamente para peso seco, existe un error de 6% por la
higroscopicidad de las células bacterianas, ademds el contenido de materia seca puede ser dos
veces mas alto que lo asumido normalmente sin una correccién para el agua intercelular (38%
en lugar de 20% para cultivos mixtos) segin Harris & Kell (1985) referidos por Lazarova, et.
al. (1995).

Otros métodos para determinar biomasa son la espectrofotometria y turbidimetria, sin
embargo, han sido ideados para biomasa en suspensién por lo cual se requiere un proceso
previo de desintegracion de la biopelicula. La masa celular en biopelicula puede ser estimada
selectivamente por la cuenta total celular consistiendo de enumeracion directa después de un
paso preliminar de remocién de biomasa fija y disgregacion de agregados. Algunas
aproximaciones han sido usadas para la cuenta directa de células bacterianas.

La densidad de la biopelicula usualmente se calcula a partir de valores experimentales de
biovolumen (grosor de biopelicula) y masa de biopelicula. Algunos investigadores han
puntualizado la correlacién entre el grosor de la biopelicula y la densidad. Han observado
incremento en la densidad (arriba de 105 mg biomasa/cm3) durante los pasos iniciales de
crecimiento de biopelicula la cual declina después de un grosor critico de 100 micras hasta un
valor relativamente estable de 25-30 mg biomasa/cm’.La densidad también puede estimarse
conociendo la masa total y el grosor de la pelicula, éste dltimo se ha determinado con
microscopia de luz, pero su exactitud es baja en particular para biopeliculas delgadas y esta
limitado a peliculas homogéneas y planas.

El espesor de la biopelicula depende del volumen de la biomasa fija y varia durante su
crecimiento. En la mayoria de los casos el desarrollo de la biomasa puede describirse por una
curva sigmoidal, la asintota representa el grosor critico o estacionario de la biopelicula.

Con otras técnicas menos usadas puede obtenerse mayor precision. Mediciones de
conductancia eléctrica de biopelicula tienen una precision de +/- 6%, pero su aplicacién estd
restringida a superficies metdlicas. El grosor de la biopelicula puede medirse indirectamente
midiendo la resistencia térmica de la biomasa adherida.

Para la medicion de material orgédnico se cuentan con métodos fisico-quimicos tales como la

determinacion de carbono orgénico total (TOC) y la demanda quimica de oxigeno (COD).
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El TOC representa cerca del 50% de la biomasa celular, la sensibilidad y precision de esta
técnica es +0.45 pg C/cm®. Los resultados representan el contenido de bacterias més el
contenido de carbono de exopolimeros.

Los factores de conversién o razén de carbono orgdnico por peso seco de biomasa, varian
considerablemente. Krambeck, et. al. (1981), Bakke, et. al. (1984), Turakhia & Characklis,
(1989) referidos por Lazarova, et. al. (1995) han reportado 0.087, 0.1, 0.121, 0.165,0.11, 0.5
mg C/mg peso seco; las diferencias se deben posiblemente a que se probaron diferentes
microorganismos y a la presencia de agua intracelular no medida. Este efecto se considera
corrigiendo el factor de conversién carbono orgénico/biovolumen a 0.22 mgC/mm3
(usualmente se usa 0.11) se recomienda un promedio de 0.2 para cultivos puros o mixtos.

Las medidas de materia oxidable representada por COD tiene una precision mds alta 0.1 pg
Oy/cm? y un limite de deteccién bajo, 6 ug Oy/em?; el procedimiento es mas complejo pero se
simplifica usando equipo automatizado. Si se utiliza un factor de conversién de 0.706 mg peso
seco/mg COD, se puede determinar la biomasa total de una biopelicula. Asumiendo que todo
el material oxidable en el ensayo de COD fue carb6n con nimero de oxidacidn de cero.
Bésicamente, los componentes de biopeliculas son células y exopolimeros. Se han enfocado
varias investigaciones al estudio de la matriz extracelular, para determinar su contribucion en
la formacién de biopelicula. Decho (1990) referido por Lazarova, et. al. (1985) ha estudiado
las propiedades de los exopolimeros utilizando metodologias analiticas para extraccidn y
caracterizacion de polisacdridos. Los métodos para identificacién de mondémeros incluyen
cormatografia de intercambio idnico, de capa delgada, pir6lisis combinada con espectrometria
de masas, entre otros. El contenido total de carbohidratos puede estimarse por métodos
colorimétricos que involucran el calentamiento de una muestra con édcido sulftrico y la adicion
de un reactivo (antrona, carbazol o fenol) para desarrollar el color. El mecanismo de esos
métodos es que el polisacdrido es hidrolizado y reducido a compuestos de furfural que
reaccionan con el reactivo especifico para desarrollo de color.

Otro componente importante de la biopelicula es la proteina, se estima un valor promedio de
50% en varios cultivos bacterianos, también estdn presentes en la matriz extracelular,
constituyendo arriba de 10-15% de la masa total. Han sido desarrollados métodos

colorimetricos para el andlisis de proteina total para la estimacién de biomasa de cultivos
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puros. McKinley & Vesta (1985), referidos por Lazarova, et. al (1985) compararon la
efectividad de varios de ellos (método de Lowry, de Biuret, método azul de Bradford)
aplicados a proteinas purificadas (albimina sérica bovina, celulasa, peroxidasa, B-glucosidasa
y lisozima) encontrando que el método de Lowry fue el més sensible y reproducible para
determinacién de proteina total y su respuesta fue menos variable para iguales cantidades de
diferentes proteinas.

Dado que la pared y membrana celulares contienen lipidos y fosfolipidos, es posible
cuantificar indirectamente la biomasa con su determinacion, se requiere un proceso de lisis y
extraccidn con solventes, seguido de anélisis especificos para cada fraccidn; existen también
métodos colorimétricos sensibles y reproducibles. La desventaja en este caso radica en el
cambio en la concentracidn de lipidos bajo estrés fisicoquimico.

Actualmente con el desarrollo de la biologia molecular, se han aplicado sus técnicas para
dilucidar la composicién de biopeliculas in situ. Se han utilizado sondas especificas para
localizar células dnicas dentro de un cultivo mixto, anticuerpos marcados, sondas de
oligonucleétidos fluorescentes, entre otros (Marshall, 1997). En biopeliculas binarias se han
usado anticuerpos unidos a fluoresceina para monitorear el proceso de colonizacion. Para
biopeliculas mixtas, se utilizan sondas de oligonucléotidos de las fracciones 16S y 23S del
rRNA para detectar una bacteria particular dentro de la pelicula y para medir su actividad
(Pedersen, et. al. 1997). Otros autores han observado la diversidad genética en biopelicula de
una poblacién sulfato-reductora mediante un andlisis de hibridacién de los perfiles de la
electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE) con sondas de oligonuciéotidos

especificas a un taxén (Santegoeds, et. al. 1998),
C. Descriptores de actividad biolégica

Las técnicas comunes para estimar la actividad bioldgica consisten en la medicién de enzimas
o productos especificos del metabolismo microbiano, otras utilizan tinciones especificas de
moléculas presentes durante el crecimiento celular.

En el primer caso se encuentra la técnica para cuantificar ATP, es altamente sensible (1 pg +

10%) sin embargo, se requiere una extraccion previa y es dependiente del estado fisiologico
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de la célula, ademds, puede ser afectada por el cambio de poblaciones dentro del biofilm. La
cuantificacién de la actividad de deshidrogenasa tiene una precision del 5%, es sensible y
simple, pero también depende del estado fisioldgico. Por su parte, la cuantificacion de dcidos
nucléicos que son proporcionales a la tasa de crecimiento celular, es en extremo sensible (0.5
ng/mL) al igual que compleja, por lo cual resulta mas costosa; por lo general se mide DNA ya
que su concentracion varfa menos que la de RNA. Se requiere un proceso de extraccion y
purificacién, posteriormente se utiliza un método espectrofotométrico o fluorométrico para su
cuantificacién. Existen técnicas de introduccién y seguimiento de radioisétopos.

Otro método de medicion de actividad bioldgica es la tasa de consumo de oxigeno (OUR),
aunque es simple, no es muy sensible ni es especifico para bacterias.

La tincién de fluorocromos pertenece al segundo grupo, sus resultados son por andlisis de
imdgenes. El fluorocromo mds empleado es el anaranjado de acridina, éste fija
especificamente para RNA y DNA y permite distinguir entre células activas (rojo-naranja
fluorescente RNA) y células no activas (verde fluorescente DNA). Otra técnica para
cuantificar células vivas utiliza el fluorocromo CTC, el cual es reducido por el sistema activo
de transporte de electrones y entonces emite un rojo fluorescente bajo radiacion UV .
Recientemente se han empleado microelectrodos para la medicidon de compuestos especificos,
éstos permiten obtener perfiles sin alterar la estructura y funcionalidad de la biopelicula,
ademds de dilucidar su estructura (Marshall, 1997, Villaverde, et. al. 1997). Los microsensores
poseen agujas menores a | micra hasta 100 pm y han sido empleados para medir

concentraciones de oxigeno, sulfuro de hidrégeno y pH (Santegoeds, et. al. 1998).
2.2 Estudios previos del efecto del agua en la operacion de biofiltros

Se han realizado diversas investigaciones sobre el efecto del contenido de humedad, la
actividad de agua y la humedad relativa en la operacién de biofiltros y, por tanto, estudios
indirectos de su efecto soobre la fase bioldgica. A continuacién se mencionan algunas de ellas.
Algunos autores (Thompson, et. al. 1996) han observado que Ia tasa de adicién de agua
requerida para mantener una eficiencia de remocién de contaminantes aceptable (mayor al

80%) es mayor a la estimada en principio y que el empleo de la humidificacién de aire no es
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suficiente para mantener eficiencias de remoci6n adecuadas. Los autores emplean un reactor
escala piloto (0.9 m’) con composta como medio filtrante para la eliminacién de BTEX.
Evaldan su operacién durante un afio y observan eficiencias mayores a 80%. De sus
observaciones concluyen que la adicién de agua es un factor fundamental para la eficiencia de
remocidn en el biofiltro.

Otros autores (Pedersen, et. al. 1997) han estudiado el efecto del crecimiento de biopelicula
sobre la transferencia de masa en la fase gas-liquido. El andlisis se realizé en un biofiltro
percolador para la remocién de MTBE y de Tolueno. Estos autores encuentran que el
coeficiente de transferencia de masa en liquido Ki, es 25-140% mayor en el material con
formacién de biopelicula; consideran que ese resultado puede deberse a una superficie mejor
humedecida y por tanto una mayor area de transferencia de masa.

En otro aspecto, como opciones para el disefio de biofiltros, algunos autores (Van Lith, C., et.
al. 1997) han incluido como factor fundamental el balance de humedad, dentro de éste
consideran el proceso de prehumidificacién del aire influente, el secado del soporte por
biooxidacién exotérmica de los contaminantes, el intercambio de calor con el medio ambiente
y la degradacién del medio filtrante orgénico. A su vez, analizan diversas opciones para el
control de la humedad, estableciendo como procesos bésicos el control Ad-hoc, el control
manual, el control semiautomdtico y el control automatico, todos ellos en funcién del tipo de
biofiltro empleado.

Se han realizado estudios (Ostlie-Dunn, et. al. 1998) sobre el consumo de agua en biofiltros
percoladores de lecho textil. Estos investigadores emplearon como soportes fibras de
poliaramida y nylon preformadas para la remocién de etil acetato, estireno, tolueno y m-
xileno. Proponen dos mecanismos para el control de crecimiento microbiano: la temperatura
del sistema y la disponibilidad de agua. Observan que el contenido de humedad en la
biopelicula resulta fundamental, cuando ésta se encuentra saturada de agua provoca un
aumento en la caida de presién y posibles zonas anaerdbicas y por el contrario, cuando la
biopelicula tiene bajo contenido de humedad, la actividad microbiana disminuye o cesa.
Cuando el suministro de agua disminuye la capacidad de eliminacién aumenta notoriamente

para compuestos hidréfobos como tolueno y xileno. Sefialaron también que la biopelicula
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presenté tolerancia a la desecacion, sin embargo, no fundamentan su comentario con un
informe de resultados.

Investigaciones sobre el efecto de la adicién de amoniaco gaseoso en un biofiltro empacado
con turba para la eliminacién de tolueno (Morales, et. al. 1998), muestran una capacidad de
eliminacién méaxima inicial de 190 g/m’h, tras una primera adicién de amoniaco ésta se
reduce a 80 g/m’/h y después de una segunda adicién se reduce a 40 g/m3/h. Los autores
mantienen el proceso de biofiltracién sin adicién de agua con objeto de analizar el efecto de
secado del medio filtrante en la capacidad de eliminacién mediante balances de masa y calor
durante el proceso; asocian la disminucién en la capacidad de eliminacién al proceso de
secado, aunque quedan dudas sobre el efecto de la humedad que es retenida por el material
filtrante sobre la biopelicula.

Han sido dirigidos estudios hacia la caracterizacion fisica, quimica y biolégica del medio
soporte filtrante en un biofiltro a gran escala para remocién de COV (Cérdenas-Gonzilez, et.
al., 1998), con el objetivo de establecer la necesidades de cambio en la operacion del biofiltro
y reemplazo del medio filtrante. En dichos trabajos se realizaron diversos analisis al soporte y
los investigadores encontraron que el contenido de humedad fue altamente variable en el lecho
y asociaron este fendmeno con valores de pH y de consumo de oxigeno bajos. Particularmente
observaron la formacién de agregados con gran cantidad de micelio y de dificil
rehumectacién, con lo cual se establece una posible relacion entre el estado de la biopelicula
en el biofiltro y la posibilidad de recuperar la actividad biolégica mediante rehumectacion del
soporte.

Se han realizado investigaciones sobre la evaluacién de soportes para inmobilizaciéon de
bacterias, comparando su operacion durante estrés por carga elevada, por choque é4cido, por
choque térmico y estrés por secado (Heitkamp, et. al. 1993). Los autores emplearon como
soportes de estudio tierra de diatomeas, bioacarreadores con nanoporos (esferas de vidrio), y
acarreadores orgdnicos que tienen propiedades de adsorcion (carbén activado granular) con
diferentes porosidades. El inéculo fue una cepa de Pseudomonas degradadora de p-nitrofenol
(PNF) y se alimenté un desecho sintético con 100 a 1300 mg/L de PNF. En el caso del reactor
empacado con carbén activado se observd una tolerancia excepcional al choque por calor,

manteniendo una tasa de remocién de PNF mayor a 85% durante todo el estudio. Los otros
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acarreadores mostraron casi completa pérdida de degradaciéon de PNP durante las
perturbaciones excepto en el secado, pero todos recobraron altas tasas de degradacion 24 h
después del choque por secado.

La influencia del contenido de agua y la actividad de agua (Aw) sobre la degradacion de
estireno en biofiltros ha sido investigada (Cox, et. al. 1996). Estos autores estudiaron el
desarrollo del biofiltro con baja disponibilidad de agua empleando el hongo Exophiala
Jjeanselmei cultivado sobre perlita. Este organismo degrada estireno en condiciones de baja
actividad de agua (0.91 a 1). En sus biofiltros la capacidad de eliminacién de estireno con Aw
0.91 fue 5% de la maxima capacidad de eliminacién con Aw 1 (79 g/m3/h). Los autores
observaron que la aplicacion de aire seco resulté en una rapida pérdida de la actividad de
degradacion de estireno, aiin con un contenido de agua en el lecho de 40-60% w/w y Aw 1. En
este trabajo se puntualiza la necesidad de la humidificacién del gas y el suministro adicional
de agua para mantener una capacidad de eliminacion elevada y estable.

Algunos investigadores han realizado estudios sobre la influencia del contenido de agua inicial
en la tasa de degradacidon de etanol en biofiltros (Auria, et. al. 1998). Dichos estudios se
realizaron en biofiltros de turba con diferentes contenidos de agua iniciales (70, 59, 49, y
35%). Para contenidos de agua en el intervalo de 49 a 70%, la capacidad de eliminacién fue
alrededor de 30 g/m3/h. Para contenido de agua de 35%, la capacidad de eliminacion
disminuyé a 4 g/m’/h. Los autores observaron que cuando el material de empaque fue secado
de 70 a 59% de contenido de agua durante el proceso de biofiltracion, la capacidad de
eliminacién disminuy6 de 27 g/m’/h a 4 g/m’/h. Después de 24 h de secado el experimento fue
iniciado nuevamente y operado durante 2 semanas, sin embargo, durante este periodo el
biofiltro no recuperd su capacidad de eliminacién. Los autores realizaron balances de masa
para determinar las tasas de evaporacion asi como de produccién de agua. Cabe mencionar
que el procedimiento para recobrar la capacidad de eliminacién del biofiltro en esta
investigaciéon consistié dnicamente en aumentar la humedad relativa del aire influente, es
posible que con otros métodos de rehumectacion del soporte se obtengan resultados mas
favorables.

Investigaciones sobre la dindmica del contenido de agua en biofiltros han sido realizadas por

otros autores como Gostomski, et. al. en 1997. Los autores analizaron el papel de la humedad
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y la generacién del calor microbiano en el proceso, aplicando para ello balances de masa y
energia sobre un biofiltro de composta, asi identificaron mecanismos para el cambio de
contenido de agua en el lecho: fluctuaciones de humedad en la entrada y en la salida del
reactor, generacién de calor por la oxidacién microbiana, y gradientes en el potencial de agua.
Observaron que los mecanismos dominantes fueron la oxidacion microbiana y  las
fluctuaciones de humedad para los cambios en el contenido de agua. En los experimentos
observaron un frente mévil de temperatura y evaporacién de agua, el cual fue asociado a la
biooxidacion de tolueno. La generacién microbiana de calor localizada, evapor6 suficiente
agua de secciones consecutivas del lecho y eventualmente impidié la degradacién a través de
la toda la columna.

También se han llevado al cabo estudios sobre el efecto de la humedad relativa del aire en la
adsorcion de diferentes COV asi como la influencia del tipo de sorbente (Ruiz, et. al. 1998).
En dichos estudios se determinaron las isotermas de adsorcién de gases organicos volatiles de
diferentes propiedades sobre suelos minerales con diferentes caracteristicas. Se analiz6 la
adsorcién de siete compuestos orgdnicos (n-hexano, n-heptano, n-octano, tolueno, xileno,
etilbenceno, y metil etil cetona) y de vapor de agua sobre arena, arcilla y limo. Se examind la
influencia de la presencia de agua sobre la adsorcién de esos compuestos, trabajando a niveles
menores del limite de la aplicabilidad de la ley de Henry. Los niveles de humedad relativa del
aire probados fueron 20 y 50%. Los autores observaron que el agua disminuye la adsorcién de
COV afectando a una mayor cantidad de compuestos aromadticos y alifticos que compuestos
polares.

Aunque los biofiltros pueden ser operados sin problemas durante afios, la principal dificultad
dentro de los procesos de operacién es mantener el contenido de agua apropiado en el lecho,
dicho material no estd saturado normalmente y el agua no fluye libremente. Por lo cual el
contenido de agua es dificil de ajustar o determinar en linea.

El contenido de agua afecta la biologia y la fisica del sistema. Agua en exceso produce
elevadas caidas de presion conforme desplaza el aire en los espacios interparticula, por tanto,
restringe el flujo del aire y se crean zonas anaerobias, aunado a esto, disminuye la

disponibilidad de compuestos hidréfobos para el microorganismo por la oposicién a la
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transferencia de masa, todo en conjunto afecta negativamente la transformacion de los
compuestos contaminantes.

Por el contrario, la deficiencia de agua afecta la actividad bioldgica, limita la eliminacion de
metabolitos de excrecidn y el suministro de nutrientes solubles. El contenido de agua idoneo
dependerd del sistema: microorganismo-soporte-tipo de contaminante a degradar. Se ha
evaluado un sistema de biofiltracién con turba para remocién de tolueno con diferentes
contenidos de agua, encontrando la maxima remocién a 60% (Acufia, et. al. 1999).

Con base en los hechos mencionados, se establece la necesidad de realizar estudios del efecto
del contenido y actividad de agua en la biopelicula sobre su actividad bioldgica medida como
capacidad de eliminacién de contaminantes, todo ello en sistemas modelo que permitan un
correcto control de las variables involucradas. |

Como se ha descrito anteriormente, las diversas investigaciones y estudios sobre el contenido
de humedad, la actividad de agua y la humedad relativa en sistemas para biofiltracién de aire
contaminado, se han llevado al cabo empleando soportes particulados y/o orgdnicos, tales
como composta, turba, tierra de diatomeas, carbdn activado granular, entre otros, los cuales
retienen un volumen de agua, ésto aunado a las mediciones de, tinicamente, la capacidad de
eliminacién en la operacién de los biofiltros, mantienen las interrogantes sobre los efectos
fisicos, quimicos y biolégicos que tienen las moléculas de agua en sus diferentes fases sobre la
fase biologica de los biofiltros, es decir, sin la influencia del soporte y directamente sobre la
biopelicula. Para lograr medir y cuantificar esos efectos es necesario utilizar métodos y
técnicas de caracterizacion de biopelicula que sean aplicables o sean susceptibles de adecuarse
a sistemas de biofiltracién de aire. Al respecto podrian mencionarse como determinaciones
basicas, las de biomasa, aspecto microscopico, asi como la medicion de la actividad bioldgica
de biopelicula, sin dejar a un lado algunas mediciones fisicas utiles para estos sistemas, tales

como adsorcion de compuestos volatiles, desorcion de agua e hidrofobicidad.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar el efecto del secado en las propiedades fisicas y biolégicas de la biopelicula formada

sobre un soporte sintético.
3.2 Objetivos Especificos
= Establecer las técnicas para caracterizar fisica y bioldgicamente una biopelicula
formada sobre un soporte sintético

= Evaluar el efecto del contenido de humedad sobre las propiedades fisicas y de

actividad biolégica de la biopelicula
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4. MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se llevé al cabo en el Laboratorio de Emisiones Gaseosas del
CyTAMB en la Universidad Auténoma Metropolitana Iztapalapa, durante el periodo de enero

de 1999 a abril del 2000.

4.1 Inéculo

1

Se utilizé un cultivo mixto adaptado para degradar tolueno obtenido de un consorcio de un
biofiltro percolador para tratamiento de thinner (tolueno, isopropanol y etil acetato), provisto
por el Lab. Emisiones Gaseosas de la UAM Iztapalapa (Acuiia, et. al. 1999).

La preparacion del inéculo para la formacion de biopelicula se realiz6 como sigue:

1. Se sembraron por estria 5 cepas bacterianas sobre agar nutritivo (2c, tol3bf, Bv, tol3b y \

Psudomonas fluorescens) y 2 cepas de levadura (BS3 y BS4) sobre agar Saboureaud. Se .

emplearon tubos de ensaye de 1.5 cm de didmetro y 10 cm de largo con tapones de i : ;

algodén. Se incubaron por 48 h a 29-30°C.
2. El crecimiento sobre las cufias de agar se coseché con 3 mL de medio mineral o solucién
isotonica estériles. Alicuotas de 2 mL de la suspensiéon de células de cada cepa se
. resembraron juntas en 300 mL de medio mineral contenido en un matraz erlenmeyer de
;"‘E_IOOO mL. El matraz se incubd con agitacién 200 rpm por 72 h a 29-30°C (New Brunswick
Scientific, NJ USA). La fuente de carbono adicionada fue 300 ppm de tolueno por dia.

3. El medio mineral empleado para la propagacién del inéculo se muestra en la Tabla 4.1.1.

(Acuna, et. al. 1999).
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Tabla 4.1.1. Composicién del medio mineral para propagacién de indculo y formacion de

biopelicula.
NUTRIENTE CANTIDAD
KH,PO, 0.2
K,HPO, 0.8
MgSO,47H,;0 0.5
CaS0O42H,0 0.05
FeSO,7TH,O 0.01
(NH4).S0, 1.0
Ca(OH), 04

4. El inéculo para los reactores de biopelicula se estandarizé preparando una suspension de
células de densidad Gptica de 0.2 a 540 nm (Spectronic 20D. Milton Roy Company, NY

USA) empleando como blanco agua.
4.2 Equipo para formacion de biopelicula tipo biofiltro percolador

Para Ja formacién de pelicula tipo biofiltro percolador se emplearon soportes sintéticos en
placas de 1.5 x 7.0 cm de acero inoxidable 430, polipropileno y vidrio, a fin de probar
superficies con diferente rugosidad, hidrofobicidad y capacidad de adsorcién tanto de
compuestos volatiles como de bacterias.

Las placas se colocaron en forma horizontal sobre una rejilla fabricada en acrilico. La rejilla se
colocé dentro del reactor, las dimensiones de éste fueron 30 x 30 x 30 cm, construido en
acrilico, su volumen 1til de operacidn fue 5.4 L.

Se hizo recircular la mezcla de inéculo y medio mineral cada 30 min. durante 8§ dias. Se utilizé
una bomba de aire para suministrar oxigeno al cultivo liquido y al cultivo fijo. El reactor se
mantuvo a 30°C en un cuarto de temperatura controlada.

En la Fig. 4.2.1 se muestra el reactor para formacién de biopelicula y un esquema de su

funcionamiento.
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Figura 4.2.1. Reactor para la formacién de biopelicula y su esquematizacion.

4.3 Condiciones de cultivo

Para la formacién de biopelicula se empleé como inéculo una suspensién celular de 5 ‘
bacterias y 2 levaduras con densidad éptica 0.2 a 540 nm.

E! medio nutritivo suministrado fue el descrito en la Tabla 4.1.1, adicionando como fuente de
carbono 1.37 g/L/d de dextrosa como fuente de carbono de fécil asimilacién. Se ajust6 el pH
del cultivo a 7 diariamente con NaOH IN. Este fue medido con un potencidmetro
(Conductronic pH 20, México).

La temperatura para el crecimiento de biopelicula fue aproximadamente 29°C, esto se logro
colocando el reactor en el interior de un cuarto con temperatura controlada.

El suministro de oxigeno se efectu6é empleando una bomba de aire (Maxima) con flujo minimo
de aire 2800 cc/min por dos salidas, una de ellas para el cultivo liquido y la otra dirigida al
cultivo fijo. La agitacion del cultivo liquido se llevé a cabo con el mismo burbujeo del

suministro de oxigeno.
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4.4 Técnicas para analisis biolégico de biopelicula

Las técnicas empleadas para el andlisis bioldgico de la biopelicula fueron mediciones de
biomasa, con objeto de normalizar algunos resultados, mediciones de respirometria, a fin de
medir la actividad bioldgica bajo diferentes condiciones de humedad, y observaciones del

aspecto microscépico de la biopelicula sobre diferentes soportes.

4.4.1 Mediciones de biomasa

Las mediciones de biomasa se realizaron en el cultivo suspendido de recirculacién y en la
biopelicula formada sobre las placas de acero inoxidable. Se emple6 como técnica basica el

método de Lowry para determinacién de proteina (Anexo 8.2), y como técnicas de apoyo

mediciones de densidad dptica y de peso seco. La toma de muestras fue diaria para el cultivo”

en suspension y tnicamente al final de la fermentacién para el cultivo fijo.

Para determinar la biomasa fija producida, se realizé un procedimiento previo de extraccion.
Empleando una espétula de tefldn, se rasparon las placas de soporte inmersas en 20 mL de
amortiguador PUM (Anexo 8.1), la suspension de biopelicula se' homogenizé con un
homogenizador control de potencia 50 por 30 segundos (Ultra-Turrax, Ika-werk OH USA), de
esa suspension se tomaron alicuotas para las mediciones correspondientes.

Con objeto de contar con resultados que respaldaran los obtenidos con la técnica de Lowry, se
empled un método espectrofotométrico para medir biomasa. La densidad o6ptica de la
suspension celular homogenizada se leyé a 540 nm (Spectronic 20D. Milton Roy Company),
empleando como blanco agua destilada. o

Otra técnica de apoyo para determinar biomasa fue su medicién por peso seco, los soportes de
acero inoxidable se llevaron a peso constante, la placa con biomasa adherida se secé por 8 h a

110°C, y el peso seco de la biomasa adherida se calcul6 por la diferencia de los dos primeros.
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4.4.2 Mediciones de respirometria

Incubacién
@ 29°C

Solucién salina  Biopelicula sobre soporte  Monitoreo del consumo de substratos
+ +
Malla inoxidable Tolueno y Aire

La actividad microbiana fue evaluada por la tasa de degradacién de tolueno en ambientes
cerrados. Los experimentos se llevaron a 29°C en frascos erlenmeyer de 125 mL (volumen
real entre 130 y 155 mL) tapados con vélvulas mininert (VICI Precision Samplinfm Inc
Baton Rouge, LA). En ellos se introdujo una malla de acero inoxidable y sobre ésta, la placa
con biomasa adherida para evitar el contacto con la solucién reguladora de humedad relativa
dentro del frasco. El control de la humedad relativa dentro de los frascos se obtuvo colocando |
5 mL de diversas soluciones salinas saturadas (Anexo 8.1) para el porcentaje de humedad
relativa indicado.

Posteriormente se inyectaron SuL de tolueno liquido puro con jeringa de 10 pL para alcanzar
una concentracion inicial en la fase gaseosa de aproximadamente 30 g/m3. No se adicioné una
fuente suplementaﬁé de carbono y se siguid el consumo de tolueno. Se realizaron
experimentos simultdneos sin tolueno para cuantificar la respiracién enddgena. Para
determinar la adsorcién de tolueno sobre los materiales del sistema incluyendo la biopelicula
se realizaron isotermas de adsorcién de tolueno sobre cada material seco.

Con el propésito de verificar el estado de equilibrio entre la atmodsfera de humedad relativa
controlada y la biopelicula, se realizaron adiciones sucesivas de tolueno, en estos casos los

frascos fueron aireados antes de cada nueva adicidn de tolueno.
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El tolueno, O,, CO, se determinaron peridédicamente de la fase gaseosa de cada frasco. En
algunos casos, cuando la desecacién de biopelicula fue menor, se utilizé el modelo integrado
de Gompertz, para analizar la cinética de los datos de consumo de tolueno (Acuiia, et. al.
1999).

En este modelo logistico las concentraciones de consumo de tolueno, Sc puede expresarse

como una funcién del tiempo de acuerdo a la siguiente ecuacion

Sc = a exp (-B e-xt)
Donde
Sc es substrato consumido = (So — S), substrato inicial menos substrato final
a(g tol/m’) es la méxima concentracién de tolueno consumida
B es un parametro relacionado a las condiciones iniciales

K (h") es la tasa de consumo de tolueno

Los valores a, B, y k se estimaron a partir de los datos experimentales usando un ajuste de
regresion no lineal. La velocidad méxima de consumo volumétrico de tolueno Vmax, puede
ser calculada a partir de los parametros del modelo como Vmax = 0.368 o k. Esta velocidad en
g Sto/m3/h puede expresarse como velocidad especifica de consumo de substrato al dividirse
entre el peso de la biomasa.

Para el andlisis de las atmésferas dentro de los frascos, se tomaron muestras de 100uL con
jeringas para gases y se inyectaron directamente al cromatdgrafo de gases. Para tolueno se
utilizé un cromatégrafo con detector de ionizacion de flama, FID (HP 5890 Serie II, Hewlett
Packard Co., Avondale PA) equipado con una columna de 5 metros HP-1 Megabore (Hewlett
Packard Co., Avondale PA). La temperatura del puerto de inyeccién, del horno y del detector
fueron 150,120 y 210°C respectivamente. Se utilizé nitrégeno como gas acarreador con flujo
de 1.5 mL/min. Las concentraciones de CO, y O, se evaluaron simultdneamente en un TCD-
GC (Gow-Mac Instrument Co., Madison, NJ) equipado con una columna concéntrica (CTR-1,
Alitech, EUA). Las condiciones de operacion fueron 70°C para el inyector, 30°C para el

horno, 60°C para el detector. Se utiliz6 helio como gas acarreador con flujo de 65 mL/min.
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4.4.3 Observaciones microscopicas

Las observaciones del aspecto microscépico de la biopelicula sobre acero inoxidable,
polipropileno y vidrio se realizaron empleando microscopia de barrido electrénico y
microscopia de contraste de fases.

Para la primera, las muestras del biopelicula sobre los distintos soportes se fijaron en una
solucién de glutaraldehido. Se lavaron con el mismo amortiguador y fueron postfijadas en
amortiguador de fosfatos conteniendo OsOs. Posteriormente, se deshidrataron gradualmente
con soluciones de agua-acetona (30-100%) (Anexo 8.3). Las muestras se secaron en un
secador de punto critico (Samdri-780 B, Tousimis Research Corp., Rockville MD) empleando
CO2 y finalmente, fueron cubiertas con oro. La examinacién se llevd a cabo en un
microscopio de barrido electrénico digital (JSSM-5900 Japan) usando 8 kV y amplificaciones
hasta de 14000X.

Las observaciones en el microscopio de luz se realizaron con muestras frescas de biopelicula
usando los objetivos para 40X y 100X de un microscopio de contraste de fases HFX-DX
Nikon y las fotomicrografias se tomaron en un microscopio estereoscépico SMZ-2T Nikon,

Japan empleando una camara FX-35DX, Nikon, USA.

4.5 Técnicas para analisis fisico de biopelicula

Los andlisis fisicos de biopelicula consistieron en mediciones de hidrofobicidad de las células
constituyentes de la biopelicula, a fin de evaluar el efecto de desecacién sobre la misma, en la
obtencién de isotermas de adsorcién sobre biopelicula seca para determinar la disminucidn de
tolueno por condiciones abidticas, en la determinacion de isotermas de desorcién de agua de la
biopelicula para obtener un perfil del proceso de desecacién, y como técnica de apoyo se

realizaron mediciones de actividad de agua.
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4.5.1 Indice de hidrofobicidad por particion en fase organica

El método empleado se fundamenta en la naturaleza hidrofébica de la superficie més externa
de células microbianas y la particién celular que ocurre en un sistema liquido de fase
acuosa:fase orgdnica, de esta manera, la disminucién de la absorbancia de la fase acuosa por el
paso de células a la fase orgdnica es una medida de la hidrofobicidad la superficie celular
(Rosenberg, et. al. 1980).

Las mediciones de hidrofobicidad se efectuaron sobre biomasa suspendida del cultivo de
recirculacion y sobre biomasa adherida a los soportes.

La biomasa se lavd con amortiguador PUM (Anexo 8.1), pH 7.1, se midi6 la absorbancia (Ao)
de la suspensiéon celular a 540 nm en espectrofotémetro (Spectronic 20D. Milton Roy
Company) empleando como blanco el amortiguador. Se adicionaron 3 mL de tolueno a 3 mL
de dichas suspensiones en celdillas de espectrofotémetro de 10 cm didmetro y se agitaron en
vortex (Super Mixer. Lab-line Instruments, Inc. Melrose Parl ILL) en el nivel 5 durante 60 s.
Se dejaron separar las fases durante 15 min y se determiné la absorbancia final (Af) a 540 nm
de la suspensidn celular en la fase acuosa.

En el caso de la biomasa fija, ésta se recuperd previamente de las placas de material sintético,
sumergiéndolas en amortiguador PUM y raspando con una espdtula de teflén.

El calculo del indice de hidrofobicidad se realizé con la féormula

Indice de Hidrofobicidad = ii
0

Donde
Af es la absorbancia final de la fase acuosa,
Ao es la absorbancia inicial de la fase acuosa.
De manera que un valor de 1 implica nula hidrofobicidad. Las mediciones se realizaron por

triplicado.
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4.5.2 Isoterma de adsorcion de tolueno en biopelicula

Para la obtencidn de la isoterma de adsorci6n de tolueno en biopelicula, se extrajo la biomasa
de las placas de material sintético y se dejé secar por 24 horas en estufa a 70°C,
posteriormente se mantuvo en un desecador. Se homogeneizd el tamafio de particula en un
mortero de porcelana, se colocaron pesos ascendentes de la biomasa seca en frascos
erlenmeyer de 250 mL, se inyectaron 200 pL de tolueno liquido y fueron tapados con vélvulas
mininert. Para alcanzar el equilibrio en las atmésferas de los frascos, se mantuvieron en
incubadora a 30°C por al menos 48 h. A continuacién, se tomé una muestra de 0.1 mL con
jeringa de 0.5 mL para gases y se inyectd directamente en el cromatégrafo de gases para medir
la concentracién de tolueno en la fase gas, segiin se describid en el ensayo de respirometria.

El célculo de la cantidad de tolueno adsorbido sobre la biomasa se obtuvo restando la
concentracién de tolueno medida en la atmésfera del frasco de la concentracion tedrica de
tolueno adicionada. Las mediciones se realizaron por duplicado. Se graficaron los gramos de

tolueno adsorbido por gramo de biomasa contra la concentracion de tolueno en la fase gas.
4.5.3 Isoterma de desorcién de agua en biopelicula

Las isotermas de desorcion de agua en biopelicula se obtuvieron a partir de muestras frescas.
Las placas con biomasa adherida tomadas recientemente del reactor, o bien, de los frascos con
humedad relativa controlada, se colocaron en el plato de una balanza analitica (Ohaus Galaxy
160, USA) y se registr6 su peso cada minuto. Posteriormente, se resté el peso del soporte y se

graficé la disminucioén de peso de la biopelicula en el tiempo.

4.5.4 Actividad de agua de biopelicula

Las mediciones de actividad de agua en la biopelicula se realizaron con el propésito de
verificar el equilibrio de la biopelicula con la atmésfera de humedad relativa controlada. Para

ello, se colocaron muestras de biopelicula sobre placas de soporte de 1.5 x 1.5 cm en frascos

conteniendo diversas soluciones salinas saturadas (Anexo 8.1), se incubaron por 24 y 72 h a
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30°C y se midié la actividad de agua (Aw) en un Aqualab CX-2 (Decagén Devices Inc.,

Pullman, WA). Las mediciones se realizaron por duplicado.
4.6 Disefio de experimentos y anilisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron aplicando el paquete SPSS y Microsoft Excel 2000.
Todos los andlisis y pruebas se efectuaron con un nivel de significancia 0.05.

La validacion del sistema para formacién de biopelicula se efectué con un andlisis de varianza
de dos factores, posicién horizontal (frente, medio, atras) y vertical (superior, inferior), para la
biomasa adherida medida como mg proteina/cm’. Se tomaron las muestras completamente al
azar, 12 placas colonizadas para el factor posicién horizontal y 18 placas para el factor
posicién vertical.

En el experimento de actividad biolégica se tomé una placa para cada porcentaje de humedad
relativa probado y se hicieron duplicados, asi sacaron 10 placas completamente al azar de las
60 placas que se colocaron en el reactor. Las constantes cinéticas del modelo de Gompertz se
compararon con un andlisis de varianza de un factor.

Los ensayos de hidrofobicidad se realizaron de forma andloga, 1 placa para cada nivel de
humedad relativa por duplicado. Posteriormente se compararon los resultados del efecto del
nivel de desecacién en el indice de hidrofobicidad un andlisis de varianza de un factor para
probar que existe al menos un nivel de humedad relativa que produce un indice de
hidrofobicidad diferente. Se analizé también el efecto del substrato, glucosa y tolueno, sobre el
indice de hidrofobicidad mediante una prueba t de Student para dos muestras suponiendo
varianzas iguales para probar que la media muestral de la hidrofobicidad de células creciendo
en glucosa difiere de la hidrofobicidad de células creciendo en tolueno. Finalmente se analizé
el efecto del soporte sobre dicho indice con una prueba t de Student para dos muestras
suponiendo varianzas iguales para probar que la media muestral de la hidrofobicidad de
biopelicula sobre polipropileno difiere de la hidrofobicidad de biopelicula sobre acero
inoxidable y que ambas difieren de aquélla medida en biomasa suspendida de recirculacion.
Los puntos para la isoterma de adsorcién se obtuvieron por duplicados para cada nivel de

humedad relativa probado, calculando la media y desviacién estandar.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

En un principio se utilizé un reactor proptotipo (RP) para la formacion de biopelicula con
objeto de ajustar algunos parédmetros de control como periodos y frecuencia de recirculacion, y
soportes a ser empleados. Con el RP se realizaron 2 fermentaciones, una vez construido el

reactor propiamente dicho (RC), se efectuaron 4 fermentaciones mds, usando como material

de soporte acero inoxidable.
5.1 Sistema para formacion de biopelicula

El disefio de reactores para formar biopelicula se ha realizado en funcion de las necesidades
especificas de cada investigacidn, asi, se han empleado columnas circulares o cuadradas como
reactores piloto para estudios de actividad global de biopelicula (Rittmman, 1986; Pedersen,
et.al. 1997), se han disefiado cdmaras rectangulares de flujo continuo con dimensiones desde
milimetros hasta metros para generar biopeliculas sumergidas (Pedersen, 1982; Lau & Liu,
1993; Sasahara & Zottola, 1993; Stoodley, et.al. 1999) y se han realizado disefios que
responden a exigencias muy especificas como un reactor de placas con flujo por goteo para
estudiar la heterogeneidad fisioldgica (Xu, et. al. 1998), el reactor RotoTorque para crear un
esfuerzo cortante sobre la pelicula (Siebel & Characklis, 1991), un reactor con membranas
como paredes para estudiar la difusion de nutrientes (Bryers & Drummond, 1998), entre otros.

En el presente trabajo para formar una biopelicula tipo biofiltro percolador, se emplearon “
soportes sintéticos en placas colocadas horizontalmente en una rejilla dentro del reactor ciibico
de volumen 1til 5.4 L. Se hizo recircular el liquido compuesto por inéculo y medio mineral
cada 30 min., controlando la operacién de la bomba de recirculacién con un temporizador para
que funcionara por 40 s cada 30 min, tiempo necesario para enviar 5.4L del liquido contenido
en el tanque inferior hacia la cdmara superior conteniendo la rejilla y las placas de soporte. El
crecimiento de la biomasa libre y fija ocurrié durante 7 y 14 dias. Se utiliz6 una bomba de aire
para suministrar oxigeno al cultivo liquido y cultivo fijo. El reactor se colocé en un cuarto de

temperatura controlada a 30°C, y el pH se mantuvo alrededor de 7 con NaOH 1N.
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Para evaluar la operacion del reactor durante el tiempo de fermentacion, se monitored el pH
del cultivo de recirculacidn, se registré la temperatura en el cuarto de temperatura controlada,
se midi6 la biomasa en el cultivo de recirculacién por espectrofotometria y por proteina total,

ademas, se midié la biomasa adherida a los soportes cuantificando por proteina total.

A) Mediciones de pH

La Fig. 5.1.1 muestra la evolucién del pH en el cultivo de recirculacién para los ensayos
realizados en el reactor prototipo (RP) y el reactor propiamente dicho (RC), en ella se observa
que el pH se mantuvo en un intervalo de 6.5 a 7.1. Dado que se ajusté a pH 7 cada mafiana, la
reduccién se debe posiblemente a la formacién de acidos orgdnicos producto del metabolismo
microbiano. En el caso de los ensayos RP2 y RC1, la variacién se encuentra fuera de dicho
rango por ajustes en la operacién de los reactores.

El pH del cultivo es fundamental en los procesos de adhesidon de microorganismos a soportes,
éste altera el estado i6nico de las especies, la carga de la membrana celular y de las superficies

(Irvin, 1990), por ello es necesario mantenerlo relativamente constante.

Evolucion de pH Cultivo Recirculacién

|
]i tiempo, d

Fig. 5.1.1 Evolucién del pH en el cultivo de recirculacidn.
B) Mediciones de temperatura

El registro de temperatura durante la operacion de los reactores se muestran en la Fig.5.1.2. Si

bien los reactores (RC) se mantuvieron en un cuarto de temperatura controlada, ocurrieron
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variaciones imprevistas como en el caso del ensayo RC4, en donde cambia de 27.5 a 30°C en
6 dias. Las variaciones de temperatura pueden influir en la predominancia de un grupo de
microorganismos dentro de un cultivo mixto y por consecuencia en la composicién de la
biopelicula. El cultivo mixto empleado se ha cultivado a 30°C (Acufia, et.al. 1999),
considerandolo meséfilo y ya que la variacién méxima fue 3°C, no se estimé necesaria la
determinacién de variacién en la poblacion, pero por otra parte, la temperatura también tiene
un efecto sobre las interacciones hidrofébicas y por ende en el proceso de adhesion a los
soportes (Duncan-Hewitt, 1990), ademds de la fisiologia celular, velocidad de crecimiento y
de formacién de productos i.e. substancias exopoliméricas, posiblemente todo en conjunto
resultd en las variaciones de biomasa total adherida medida, segtin se observa en la Tabla

5.1.1.

Control de Temperatura

30 ~—eo—RP1

Temperatura, °C

tiempo, d ‘

Fig. 5.1.2. Registro de temperatura en ¢l cuarto de temperatura controlada.

C) Mediciones de biomasa de recirculacion

La evolucién de la biomasa en el cultivo de recirculacién medida como absorbancia de la
suspension celular a 540 nm se muestra en la Fig. 5.1.3, y medida como concentracién de
proteina en la Fig. 5.1.4. En estos graficos se observan las fases tipicas de crecimiento para un
cultivo en lote, fase de retardo con duracién de 1.5 d, fase exponencial en el periodo de 1.5 a
5 dy fase estacionaria en el periodo de 5 a 14 d. La mdxima produccién de biomasa en

suspension alcanzada estd en el intervalo de 1000 a 1600 mg proteina/L.
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No existe un acuerdo sobre las caracteristicas de crecimiento entre células adheridas y células
creciendo en suspension; segin diversos autores, en las biopeliculas la tasa especifica de
crecimiento y la constante de afinidad al substrato son menores (Rittman, et. al. 1986), otros
por el contrario han encontrado que son muy cercanas y que las propiedades cinéticas de
biopelicula fina son iguales a las de biomasa en suspensiéon (Miripuri, et. al. 1997). En el
presente trabajo se supuso que éstas diferian, por lo que se permitid el crecimiento de células
en suspension hasta alcanzar la fase estacionaria (6 dias aproximadamente) y posteriormente

se consideré un periodo de maduracién de biopelicula de 6 dias mas.

Evolucién de la Absorbancia, 540 nm

Absorbancia, 540 nm
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tiempo, d
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Fig. 5.1.4. Evolucién de la biomasa de recirculacién medida por proteina total.
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D) Mediciones de biomasa adherida

La maxima produccién de biomasa adherida sobre acero inoxidable fue aproximadamente "
0.716 mg proteina/cmz, para el RC2 y 11 dias de cultivo segiin se muestra en la Tabla 5.1.1. :
Este ensayo tuvo las mayores lecturas de absorbancia (Fig. 5.1.3) y de temperatura (Fig.
5.1.2), asi como pequeifia variacién en el pH del cultivo liquido (Fig. 5.1.1) lo cual da un
indicio de las mejores condiciones para formacién de biopelicula para este sistema en

particular.

Tabla 5.1.1. Formacién de biopelicula sobre acero inoxidable, mg prot/cm2

Ensayo Indculo, | Tiempo de | Maximo Minimo Promedio Desviacion N
mg prot/L | cultive, d

RP-1 79.48 11 0.541 0.151 0.313 0.160 5

RC-1 60.16 7 0.195 0.033 0.071 0.041 18
14 0.639 0.148 0.361 0.134 28
8 0.442 0.150 0.255 0.084 18

RC-2 46.86 9 0.473 0.139 0.316 0.099 8
11 1.529 0.299 0.716 0.378 12

RC-3 30.19 12 0.850 0.506 0.699 0.116 10

RC-4 nd 14 0.402 0.180 0.298 0.073 15

nd. No determinado

Se sabe que la adhesion de bacterias a superficies sélidas en soluciones acuosas involucra la
superficie de la bacteria, el soporte sélido y la fase liquida que los rodea. La superficie de la
bacteria puede tener estructuras de adhesién tales como pili, fimbrias, cdpsulas, o polimeros
que actien como adhesivos ademds, las propiedades de los componentes de la superficie
celular estdn determinadas por la fisiologia del microorganismo y varian con el crecimiento y
las condiciones ambientales (Fletcher & Marshall, 1982), por todo ello, se encuentra amplia
variacion en la biomasa total producida en los diversos trabajos de investigacién. Empleando
agua de mar como inéculo y soporte placas de vidrio, en un reactor de celda de flujo continuo,
se encontré una maxima produccién de biopelicula (peso orgénico) de 35 pg/cm?® para 21 a 25
dias de cultivo (Pedersen, 1982); con P. putida 54G y tolueno como substrato, en un reactor de
columna empacada con anillos de ceramica, se obtuvo una produccién de biomasa en 2

semanas de 0.25 a 1.5 g/m* de proteina adherida correspondientes a 25 — 150 mg proteina/cm’
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(Miripuri, et. al. 1997); en biopelicula formada por un cultivo mixto incluyendo P. putida y
como substrato una corriente gaseosa conteniendo tolueno, se alcanzé una maxima produccion
de biomasa de 1460 mg/m” en 14 dias, se consideré la biomasa activa como el doble de la
proteina cuantificada, de este modo se estima 0.073 mg proteina/cm2 (Pedersen, et.al. 1997).
La concentracién de biopelicula formada en el presente trabajo, 0.7 mg proteina/cm2, difiere
en un orden de magnitud hacia arriba y hacia abajo con los datos antes mencionados debido
probablemente a las diferencias en las condiciones experimentales.

En resumen, se disefid y construyé un reactor para formacién de biopelicula tipo biofiltro
percolador, este sistema fue validado estadisticamente para la homogeneidad de formacion de
biopelicula en funcion de la posicion dentro del reactor. Se monitoreé la operacién del reactor
siguiendo la evolucién de pH, temperatura y biomasa de recirculacion. En las condiciones
experimentales establecidas, el pH varid en el intervalo de 6.5 a 7.1 a lo largo de 14 dias de
cultivo, la temperatura oscilé entre 26°C y 31°C, y la biomasa de recirculacién presenté una
curva tipica de crecimiento en lote. El tiempo de retardo fue de 1.5 dias, la fase exponencial se
presentd del dia 1.5 al dia 5, entonces comenzé la fase estacionaria prolongandose hasta el dia
14. La biomasa medida en la fase estacionaria fue de 1000 a 1600 mg prot/L. Para la
formacion de biopelicula se asumié que la cinética de crecimiento de biomasa libre diferia de
la de biomasa adherida, por lo que se permitié madurar la biopelicula 6 dias a partir de la fase
estacionaria del cultivo de recirculacién. En ese tiempo la maxima produccién de biomasa

adherida sobre placas de acero inoxidable fue 0.716 + 0.378 mg prot/cm’.
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5.2 Observaciones en microscopia

Se realizaron observaciones del aspecto microsc6pico de biopelicula adherida a diversos
soportes inertes, polip}opileno(PP), cloruro de polivinilo (PVC) y vidrio. La biopelicula fue
formada empleando como fuente de carbono vapores de tolueno y glucosa. La formacion de
biopelicula fue mas abundante con glucosa que con vapores tolueno como se observa en la
Fig. 5.2.1ay 5.2.1c, tal diferencia posiblemente se debié ademds del tipo de fuente de carbono,
a su concentracién y a los sistemas de cultivo empleados, i.e. sistema de recirculacion con
glucosa y sistema estatico en placa petri con vapores de tolueno. Las substancias poliméricas
extracelulares (EPS) son practicamente ausentes en los cultivos con tolueno, por lo cual no se
formé propiamente una biopelicula. En la Fig. 5.2.1a se observan escasos agregados celulares.
En cuanto al soporte inerte empleado, no se observaron diferencias entre las biopeliculas
formadas sobre éstos. La presencia de EPS en células sobre PVC fue ligeramente mayor que
en células sobre PP. Respecto a la formacion de biopelicula, en la Fig. 5..2.1c se observan
bacilos y levaduras rodeados por EPS, estos microorganismos se presentan aislados y en
colonias. Se observé que las substancias exopoliméricas se generaron dnicamente en algunas
células, y partian de éstas hacia aquéllas que no las producen como se muestra en la Fig.
5.2.1b.

Es clara la gran cantidad de material que rodea a las levaduras y a las colonias, en la Fig.
5.2.1c; se puede suponer que se trata de EPS que fueron coaguladas durante el tratamiento
para realizar las observaciones en microscopia electrénica, como ya ha sido mencionado por
otros autores, el pretratamiento de muestras para observaciones en microscopia electrénica de
barrido puede alterarlas y generar artificios (Lazarova, et.al. 1995).

Las observaciones con menor aumento muestran zonas no pobladas y la formacién de
biopelicula como una capa inicial homogénea y posterior desarrollo de colonias verticales,
segin puede observarse en la Fig. 5.2.1d, confirmando las de investigaciones hechas por
diversos autores sobre la colonizacién de soportes (Marshall, 1997; Lazarova, et. al. 1995;

Wilderer & Characklis, 1989).
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tolueno sobre vidrio. ¢) Cultivo con glucosa sobre polipropileno. d) Estructura y colonizacion

de biopelicula con glucosa sobre polipropileno.

Concluyendo, las observaciones con microscopia de barrido electrénico mostraron que la
biopelicula formada con vapores de tolueno fue escasa y con baja formacién de substancias
exopoliméricas (EPS) en comparacion a aquélla formada con glucosa en un sistema de
recirculacién. No se encontraron diferencias en la biopelicula formada sobre vidrio,
polipropileno y PVC. Sobre los soportes plasticos se observaron agregados celulares rodeados
de EPS y células aisladas; aparentemente la produccién de EPS se present$ inicamente ciertas
células y se extendid hacia las células circundantes. La colonizacién del soporte inicié con la
formaci6n de una capa uniforme sobre todo el soporte y posteriormente se formaron colonias

verticales que fueron mds heterogéneas, formando parches sobre la primera capa.
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5.3 Actividad bioldgica de biopelicula con diferentes contenidos de humedad

En los procesos de biofiltracién el elemento mdas importante en la degradacion del
contaminante es la biopelicula, su actividad metabdlica lo transforma en productos menos
téxicos, diéxido de carbono y agua. El contaminante puede ser utilizado como fuente de
carbono y energfa para produccién de biomasa y mantenimiento celular. En la delgada capa de
biomasa que se encuentra entre el soporte y la fase gaseosa ocurren fenémenos de transporte y
reacciones bioquimicas que limitan el proceso, la capa de agua en la cual estd inmersa la
biopelicula facilita u obstaculiza en transporte de substratos y de metabolitos de excrecion. En
general, los reactores de biopelicula son caracterizados por cinéticas de consumo de substrato,

formacion de biomasa o generacion de producto, empleando para ello modelos que simplifican

los procesos que ocurren dentro de las biopeliculas atin cuando son altamente complejos. La =

determinacién de cinéticas se ha utilizado para el estudio de poblaciones, del efecto del
entorno y del proceso de formacién de biopeliculas. Se han investigado consorcios, cultivos
mixtos, cultivos puros y la interaccién de poblaciones (Siebel & Characklis, 1991; Sasahara &

Zottola, 1993), asi como la poblacién o especie activa dentro de la biopelicula (Pedersen, et.

al. 1997). Se ha analizado los efectos de substratos (Rittman, et. al. 1986; Arcangeli & Arvin,

1992; Villaverde, et. al. 1997), de condiciones ambientales (Acuiia, et. al. 1996; Acuiia, et. al.
1999), y de biocidas y agentes sobre las cinéticas. Se han estudiado las fases de adhesién a
soportes (Pedersen, et. al. 1997) y la tasa de desprendimiento (Stewart, 1993). Y se han hecho
comparaciones de las cinéticas entre células en biopelicula y células libres (Miripuri, et. al.
1997).

En el presente trabajo se analizaron las cinéticas de consumo de substrato como indicadoras de
la actividad biolégica bajo distintos contenidos de agua en la biopelicula. Las cinéticas de
consumo de tolueno se relacionaron con las cinéticas de consumo de oxigeno y produccion de
di6éxido de carbono.

El ensayo realizado para actividad biolGgica de biopelicula a 80% HR muestra que no hay
actividad a lo largo de las 50 horas de duracién del mismo como se muestra en la Fig. 5.3.1a.
Por el contrario, en la Fig. 5.3.1b para biopelicula a 97% HR, se observa un periodo de

adaptacion en las primeras 12 h, en las siguientes 12 h ocurre un rapido consumo de tolueno
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asociado al consumo de oxigeno y produccién de CO, y a partir de las 24 horas se estabiliza el
consumo de substratos en el tiempo. Ni el tolueno ni el oxigeno fueron substratos limitantes,

pues la concentracidn final fue aproximadamente el 50% de la inicial.

Cinética de Consumo de Tolueno Consumo de Oxigeno y Produccién de CO2
Biopelicula 80 % HR ! Biopelicula 80 % HR
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Fig. 5.3.1a. Cinéticas de consumo de tolueno, oxigeno y produccién de didxido de carbono de

biopelicula sometida a 80 % HR.

Cinética de Consumo de Tolueno Consumo de Oxigeno y Produccion de CO2
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Fig. 5.3.1b. Cinéticas de consumo de tolueno, oxigeno y produccién de diéxido de carbono de

biopelicula sometida a 97% HR.
Con objeto de determinar las velocidades de consumo de substrato, se midieron el tolueno, el

oxigeno y el biéxido de carbono en la atmésfera de los frascos a lo largo de 20 h, desecando

en este caso en particular, las biopeliculas sobre acero inoxidable con atmdésferas de soluciones
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de concentracién 0, 10, 20, 30, 40 y 50% de polietilén glicol (PEG-400) en agua. Se utiliz6 el
modelo integrado de Gompertz para analizar las cinéticas de consumo de substrato, segin se
describi6 en la seccion 4.4.2.

En la Fig. 5.3.2 puede observarse el ajuste para una cinética de consumo de tolueno por

biopelicula a 99.6% HR. Una explicacién mas detallada del modelo se encuentra en el Anexo

8.4.

Ajuste al Modelo de Gompertz
99.6% HR, PEG-400
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Fig. 5.3.2. Cinética de consumo de tolueno y ajuste al modelo de Gompertz.

De este modo se obtuvieron las constantes cinéticas del modelo para cada una de las

condiciones de humedad relativa probadas, los resultados se muestran en la Tabla 5.3.1.

Tabla 5.3.1. Pardmetros cinéticos del modelo de Gompertz para biopelicula sometida a

desecacion en atmoésferas de humedad relativa controlada.

% HR k(h™ Vimax (1g Tol/mg prot/h) s

996 0426+0.011 | 121.38+10.38 " A
99.3 03402 0.0 12.20 £ 0.0

972 | 047120021 45551 4.58

962 | 0.342z0.049 35.291 6.04

946 | 0.452%0.002 51.33 % 10.91

91.8 0.32 £ 0.141 44.028 = 7.53
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En ella se puede observar que para el intervalo de 100 a 90% HR, no hay diferencia en las
constantes cinéticas medidas y no se observa una correlacién entre el grado de desecacion y el

valor de dichas constantes (Anexo 8.5), esto se debe posiblemente al corto tiempo y el

pequefio gradiente de desecacién obtenido con las atmdsferas de soluciones de PEG—400, “

ademds al estar dichas soluciones cerca de la saturacién y no completamente saturadas, el
proceso de desecacion posiblemente no fue adecuado. Los valores de k, velocidad de consumo
de substrato, son cercanos a los obtenidos en un trabajo previo en donde se investigé el efecto

del contenido de humedad del medio filtrante (turba) sobre la degradacién de tolueno (Acuia,

et. al. 1996). Los valores de k obtenidos en dicho trabajo son 0.46, 0.48 y 0.43 h' para

contenido inicial de agua de 70, 60 y 55% respectivamente; en este caso la retencion de agua
en la turba enmascaré el contenido de agua real en la fase bioldgica.
Debido a que no se observé una diferencia en las constantes cinéticas para un periodo de 20 h,

se prolongé el mismo ensayo por 50 horas mas, adicionando nuevamente tolueno y aireando

los frascos. Los resultados se muestran en la Fig. 5.3.3. En ésta se observa una alta

dependencia del consumo de substrato con la humedad relativa; la velocidad de consumo de

tolueno disminuye a medida que aumenta el grado de desecacion.

Cinética de Consumo de Tolueno

S— |
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§ —a—96.2% HR
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0 12 24 36 48 60
tiempo, h

Fig. 5.3.3. Cinéticas de consumo de tolueno a diferentes humedades relativas.

Es posible diferenciar tres comportamientos, donde se consume totalmente el tolueno en 12 y

36 h para 99.6 y 99.3% HR respectivamente, donde se consume lentamente el tolueno para

97.2'y 96.2% HR, y donde no hay consumo de tolueno a lo largo de 50h para 94.6 y 91.8%
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HR. En este ensayo no se realizé el ajuste a un modelo de consumo de substrato, pero
aparentemente el grupo de cinéticas muestra un patrén de inhibicién, sin embargo, proponer

un modelo de inhibicién quedaba fuera de los alcances del presente trabajo.

Durante los ensayos con gradientes de desecacién mayores, i.e. 97, 84, 75, y 32% HR, se
siguié el consumo de substratos por un periodo mds prolongado, 120 h, realizando adiciones

sucesivas de tolueno con aireacién de los frascos cada vez en 0, 24 y 48 horas

iniciar el consumo de tolueno se prolongé directamente con el grado de desecacién de la
biopelicula (Anexo 8.8). En la Fig. 5.3.4a estan representadas las cinéticas de consumo de
tolueno y de oxigeno para biopelicula desecada a 97% HR, se observa que dentro de las
primeras 24 horas no existe una relacién entre el consumo de tolueno y oxigeno, durante este
periodo es posible que el consumo de oxigeno se deba a la respiracion endogena o bien, al
cons;;no de residuos del medio de cultivo liquido de fécil asimilacién. En la biopelicula
desecada: a 7;1% HR se observa un comportamiento semejante, como se muestra en la Fig.
5.3.4b., sin embrargo, en este caso se requieren 60 horas para el inicio en el consumo de
tolueno. Se puede suponer que este comportamiento, asi como también el de la Fig. 5.3.1a, se
debe al bajo contenido de agua en la biopelicula, ésto reduce la biodisponibilidad de substratos
disueltos (Devinny, et. al. 1999), deseca los exopolisacaridos que rodean a la células y por
tanto dificu]@;_t la difusién de materiales (Cheftel & Cheftel, 1976), y tal vez, en el caso
extremo, reduce-el contenido de agua intracelular afectando asi las reacciones enzimaticas

propias para la transformacion de substratos (Gémez-Puyou, 1996).
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Fig. 5.3.4a. Actividad biolGgica de biopelicula desecada a 97% HR.
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Fig. 5.3.4b. Actividad biolégica de biopelicula desecada a 74% HR.

Estos resultados muestran que con altos grados de desecacién existe actividad bioldgica pero
no suficiente para consumir un substrato complejo como es el tolueno, por el contrario, el
microorganismo puede consumir oxigeno para la oxidacion de algin material de reserva.

Con objeto de comparar las respuestas del grado de desecacidn en la actividad bioldgica de
biopelicula, se calcularon las tasas especificas de consumo de oxigeno (qs) como las
pendientes para cada adicion sucesiva de substrato en las curvas de consumo de oxigeno vs
tiempo. En la Fig. 5.3.5 estan representados los valores para las tasas especificas de consumo

de oxigeno durante diferentes adiciones de substrato en funcién de la humedad relativa.
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Fig. 5.3.5. Tasa especifica de consumo de oxigeno de biopelicula sometida a tratamiento de

desecacidn.

Para el primer periodo, 20 h, no existe una tendencia clara entre la tasa especifica de consumo
de oxigeno y la humedad relativa, esto indica un periodo de aclimatacidn, o bien, que no se
habia alcanzado el equilibrio de humedad entre la atmésfera y la biopelicula. La siguiente
medicion, 36 h, se realiz6 tinicamente en la biopelicula sometida a 100 y 97 % HR ya que su
actividad fue suficientemente elevada para consumir totalmente el tolueno en ese corto
tlemp(} *Las mediciones realizadas a las 51 horas muestran claramente una relacién entre la ‘
tasa especifica de consumo de oxigeno y el grado de desecacion. A medida que aumenta el
grado de desecacion, menor humedad relativa en la atmédsfera, disminuye la gs, también se
observa que el intervalo en el cual cambia drasticamente la tasa especifica de consumo se
encuentra entre 84 y 97 % HR La tltima medicion efectuada a las 114 h, muestra una
tendencia semejante a la anterior pero mas suave.

Algunos autores han reportado que la respiracién endégena contribuye significativamente en
los requerimientos de oxigeno (Villaverde, et. al. 1997) y han encontrado que el dafio que
causa la exposiciéon prolongada a solventes en las células produce un crecimiento criptico
(crecimiento a expensas de productos de la lisis celular) y metabolismo endégeno. Entonces
podria suponerse que la velocidad especifica de consumo de oxigeno es afectada no solo por la
humedad relativa, sino también por lisis celular debido a la prolongada exposicién a vapores

de tolueno, ademds de la posible carencia de otros nutrientes al final del periodo. La

70




variabilidad de los resultados depende del tiempo en que la pelicula ha estado bajo estrés por
secado, asi, en un sistema de biofiltracién de aire mientras mds tiempo permanezcan las
condiciones de sequedad en el lecho, menor sera la eficiencia de remocion de contaminantes.
En resumen, la actividad biolégica fue determinada por cinéticas y velocidades de consumo de
‘\s‘ub'S'tfﬁ'tb‘s‘ para biopelicula desecada por equilibrio con atmésferas de 100% HR a 32% HR.

En resumen, los resultados mostraron que la actividad biolégica disminuyd con el grado de
desecacién hasta actividad nula, este comportamiento se debié posiblemente a la disminucion
en la biodisponibilidad de substratos, a la interferencia en la difusién de compuestos y a la
alteracion de la actividad enzimdtica intracelular. En las cinéticas de consumo de tolueno se
observdé un periodo de aclimatacién o recuperacién que fue proporcional al grado de
desecacion, dicho periodo no se presentd en las cinéticas de consumo de oxigeno, se asumio
entonces que el consumo inicial de O; fue debido al metabolismo enddgeno. Las biopeliculas
con desecacién de 100% HR a 90% HR y 20 h de exposicion a vapores de tolueno no
presentaron diferencias en las constantes cinéticas del modelo de Gompertz para consumo de
tolueno, este ensayo se prolongé hasta 50 h obteniéndose una familia de cinéticas que
aparentemente siguieron un patrén de inhibicién. Se realizaron entonces cinéticas de consumo
de substratos por 120 horas con aireaciones y adiciones de tolueno sucesivas para 0, 24 y 48h.
Se estimaron las tasas especificas de consumo de oxigeno para cada nueva adicién de
substrato, los resultados obtenidos indican que la tasa de consumo de oxigeno disminuye con

el nivel de desecacion encontrandose un cambio critico entre 97% HR y 84% HR.
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5.4 Actividad biolégica de biopelicula rehumectada

El fenémeno de secado de material filtrante ocurre frecuentemente en los procesos de

biofiltracion,

éste puede producirse por el calor metabdlico generado durante la

transformacién de los contaminantes, por un bajo contenido de humedad en el aire influente,

por una inadecuada programacién en los periodos de rocio del soporte y por intercambios de

calor y masa con el medio ambiente en sistemas abiertos (Van Lith, et. al. 1997). De ese modo

se hace necesaria la eventual rehumectacion del medio filtrante. Los estudios sobre este topico

son escasos, se ha investigado el efecto del contenido inicial de agua en la degradacién de

etanol después de un periodo de secado y rehumectacién por cambios en la humedad relativa

del gas influente (Auria, et. al. 1998).

En el presente trabajo se desecaron biopeliculas por equilibrio con atmésferas de diversas

humedades relativas durante 68 h; posteriormente se rehumectaron por contacto con una

atmoésfera a 100% HR, por aspersion con agua destilada hasta humedecer visiblemente toda la

biopelicula y por inmersion durante 1 h en agua destllada Ensegu:da se midid la actividad

()r"‘ s 7x

biolégica mediante cinéticas de consumo de tolueno. Las cinéticas de consumo de tolueno y

oxigeno para biopelicula desecada de 32 a 100% HR y rehumectada con una atmésfera de

100% HR durante todo el periodo de medicién se muestran en la Fig. 5.4.1.
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Fig.5.4.1. Cinéticas de consumo de tolueno, oxigeno para biopelicula rehumectada con

atmosfera de 100% HR.
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En ellas se observa que la actividad bioldgica es semejante en las biopeliculas que fueron
desecadas a 100 y 97% HR, en estas condiciones se observa un retardo de 7 h en el inicio del
consumo de tolueno pero es consumido completamente en 21 horas. En otros trabajos se ha
reportado que después de restablecer la humedad relativa inicial, se requirieron 2 horas para
alcanzar el estado estacionario en un biofiltro de turba (Auria, et. al. 1998). Las lineas de
consumo de oxigeno presentan la mayor pendiente, existe una reduccion de 9 g
oxigeno/m3/mg proteina en 20 horas. Por otra parte, la actividad bioldgica para las
biopeliculas desecadas a 84, 74 y 34% HR es nula considerando el consumo de tolueno,
entonces el consumo de oxigeno observado es atribuible a la respiracién endégena. La
desecacion a 84% HR impide el consumo de tolueno, sin embargo, permite el consumo de
residuos celulares. En los casos extremos de desecacion, 74 y 32% HR, incluso el
metabolismo endégeno es reducido.

Las cinéticas de consumo de tolueno y oxigeno para biopelicula rehumectada por aspersién se
muestran en la Fig. 5.4.2. Como en el caso de rehumectacidon con atmdsfera a 100% HR, la
mayor actividad bioldgica se encuentra en las biopeliculas desecadas a 100 y 97% HR, el
tolueno se consume totalmente en un periodo menor, 9 horas y no se observa el periodo de
retardo o aclimatacion. Las pendientes del consumo de oxigeno estan determinadas por una

reduccion entre 8 y 11 g oxigeno/m’/mg proteina en 9 horas.
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Figura 5.4.2. Cinéticas de consumo de tolueno, oxigeno para biopelicula rehumectada por

aspersion.
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Las biopeliculas desecadas con humedades relativas 84 y 32% HR no tuvieron actividad
bioldgica ya que las concentraciones de tolueno y oxigeno permanecieron casi constantes
durante 30 horas. En contraste, la biopelicula desecada a 74% HR muestra actividad biologica,
debido probablemente a un proceso deficiente de desecacion.

La actividad biolégica de la biopelicula rehumectada por inmersién disminuye directamente
con el grado de desecacién seglin se observa en la Fig. 5.4.3. El consumo total de tolueno
ocurrié en 13, 25 y 30 horas para desecacién de 100, 97 a 74 y 32% HR respectivamente. A su
vez, el periodo de retardo o aclimatacién aument6 progresivamente con la desecacion, para
secado con 32% HR y 97 % HR transcurrieron 16h y 8h respectivamente. Las pendientes
correspondientes a las cinéticas de consumo de oxigeno no muestran una correlacion con el

grado de desecacidn, éstas se encuentran en el intervalo de 0.6 a 0.35.

1 1
Cinética de Consumo de Tolueno Cinética de Consumo de Oxigeno g
Rehum ectacion por Inmersién Rehumectacion por Inmersion !
= 50 ! !
6 (o ;
- Q 40 1
£ ] 2 JEvesrrreal
ey —o— 100 % HR E 30 - - | o7 smm ||
a : —e—97 ¥ HR Ly ] 20 E J !
- 3 E b ) |+84%HR }!
n —&——84 $ HR : i
§° . l—e—Te % HR a 10 (| —e—Tasur g
~ : /]
zL“—Jﬁ%%§;§: —e—szvm =AY A L
= 0 !
™ b 6 12 18 24 30 3% | 0 6 12 18 24 30 36
" 1
!
tiempo, h l tiempoy h
L S

Figura 5.4.3. Cinética de consumo de tolueno, oxigeno para biopelicula rehumectada por

inmersion.

Los tres métodos de rehumectacién resultaron efectivos para biopelicula con bajo grado de
desecacion, 100 y 97% HR. La velocidad en el consumo de tolueno aumenté con la cantidad
de agua empleada para la rehumectacién, fue mayor en la biopelicula rehumectada por
aspersion que en la rehumectada con atmdésfera de 100% HR. En este ultimo caso
posiblemente la sorcién de moléculas de agua no fue suficiente para humectar las células en la
base de la biopelicula o bien, se requeria un mayor periodo de exposicién. Se ha observado
que durante los procesos de secado aumenta la hidrofobicidad de los materiales (Cardenas-

Gonzalez, et. al. 1998), entonces es posible que al ser desecado el glicocalix de las células
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cambiara la conformacién de los carbohidratos y proteinas que lo componen volviéndolos mas
hidréfobos, de manera que las moléculas de agua en lugar de rehumectar esos polimeros,
formaron una estructura alrededor de éstos (Gabler, 1978).

Aparentemente, la rehumectacién por aspersién produjo una mayor velocidad en el consumo
de tolueno que la rehumectacién por inmersién, probablemente la pelicula de agua sobre las
células fue suficiente para permitir la recuperacién del metabolismo microbiano pero no para
obstaculizar el transporte del substrato hidrofébico a la célula. Se ha reportado que un bajo
contenido de agua en los soportes filtrantes favorece la degradaciéon de compuestos
hidrofébicos (Ostlie-Dunn, e.t al. 1998). Para confirmar esta hipétesis hubiera sido necesario
medir el contenido de agua en cada biopelicula con cada método de rehumectacion, sin
embargo, esto no se realizd. Es posible también que durante el periodo de inmersién (1h),
ocurriera un lavado de células, componentes de la biopelicula o de nutrientes.

Al parecer el método de rehumectacién por inmersién fue el mas efectivo, pues en todos los
casos de desecacion se recuperé la actividad. Este comportamiento corresponde a la
constitucion de la biopelicula, ente el 50 y 80% son substancias exopoliméricas que forman
una matriz altamente hidratada (hidorgel) con un contenido de agua superior al 98%, por otra
parte las células bacterianas pueden contener hasta 93% de agua, ademds, las proteinas que
pueden ser el 50% del total de la biomasa estan rodeadas por tanta agua que normalmente se
encuentra 1 g de agua por gramo de proteina (Gabler, 1978; Bakken, et. al. 1983; Lazarova &
Manem, 1995; Zhang, et. al. 1998; Schmitt & Flemming, 1999), por todo ello, el mejor
método de rehumectacion fue aquél en donde se utiliz6 mayor cantidad de agua, pero debe
considerarse también el tiempo de contacto con el agua, ya sea en vapor, rocio o grandes
volimenes en relacién a la biopelicula.

En términos précticos, la rehumectacién del soporte en un biofiltro requeriria un balance para
evitar la inundacioén del lecho, la creacién de zonas anaerobias y la lixiviacion de nutrientes,
ademas del consumo de agua y tiempo en el proceso (Devinny, 1999).

A manera de resumen, después de la desecacién de biopelicula durante 68 h a diferentes
niveles de humedad relativa, se rehumectaron por exposicién a una atmdsfera con 100% HR,
por aspersion de agua destilada y por inmersién en agua destilada. Los tres métodos de

rehumectacion fueron eficaces para biopelicula con bajo grado de desecacién, 97% HR y
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100% HR. Se observé que la recuperacién de la actividad biolégica tuvo correlacién con la
cantidad de agua empleada. La velocidad de consumo de tolueno fue mayor en biopelicula
rehumectada por aspersion que por atmoésfera de 100% HR, sin embargo, también fue
ligeramente mayor que por inmersion, posiblemente el bajo contenido de humedad favorecié
Ja degradacién del tolueno, compuesto hidréfobo. Se consideré como mejor método de
rehumectacién la inmersion, ya que en todos los niveles de desecacién la biopelicula recuperd
su actividad, esto se atribuy6 a la constitucion de la biopelicula, que en gran proporcion es
agua. Los resultados obtenidos sefialan la importancia de evitar el secado del lecho filtrante en
los sistemas de tratamiento de aire por la pérdida de actividad bioldgica, asi como también la
posibilidad de regenerar dichos filtros a diferencia de considerar la pérdida de actividad como
irreversible, sin olvidar el método, la cantidad de agua y el tiempo de contacto en la

rehumectacion.
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5.5 Adsorcién de tolueno sobre soportes y material biolégico

Con frecuencia los estudios sobre la adsorcién de compuestos orgdnicos volatiles sobre
materiales orgénicos, aplican los modelos de adsorcién mas comunes (BET, Langmuir,
Freundlich, etc.), considerando dnicamente la region donde el modelo provee una adecuada
descripcién de los datos, ésto ocurre habitualmente a bajas concentraciones del compuesto
volatil (Karanfil & Kilduff, 1999). Se han realizado estudios para determinar el papel del 4cido
himico en la adsorcién de tolueno en un material de acuifero, en donde se utiliza el modelo de
lineal para establecer la isoterma de adsorcién (Tell & Uchrin, 1991). Otros autores han
analizado el efecto del contenido materia orgénica sobre la adsorcién, aunque se ha
encontrado una adsorcién no lineal, han hecho simplificaciones considerdndola lineal (Ruiz,
et. al. 1999).

En el presente trabajo se determinaros isotermas de adsorcién sobre soportes inertes con
objeto de cuantificar el error por sorcién sobre el soporte durante las mediciones de consumo
de tolueno durante los ensayos de respirometria, y para contribuir al conocimiento de la
sorcién de voldtiles sobre biomasa.

En la Fig. 5.5.1a se muestra que el acero inoxidable no adsorbe las moléculas en fase gas de
tolueno, debido a la baja porosidad de este material.

La isoterma de adsorcidon sobre polipropileno representada en la Fig. 5.5.1b muestra un
comportamiento lineal, lo que hace suponer que las moléculas de tolueno no solo se adsorben
sobre este material sino que se absorben en él lentamente, al menos en el rango medido, de tal
manera que conforme transcurre el tiempo la medicion de tolueno aparentemente adsorbido
aumenta. Por este comportamiento se eliminé el polipropileno como soporte modelo para la

los ensayos de respirometria.
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Fig. 5.5.1a. Isoterma de adsorcidn de tolueno sobre acero inoxidable
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Fig. 5.5.1b. Isoterma de adsorcidén de tolueno sobre polipropileno.

En la Fig. 5.5.2 se observan isotermas de adsorcién de adsorcién de tolueno sobre biomasa
seca realizadas a diferentes tiempos 87, 48 y 109 h con objeto de verificar el equilibrio. La
forma de esta isoterma, del tipo IIl (Lowell & Shields, 1991), indica que la primera capa
adsorbida facilita la adsorcidn de las siguientes capas de sorbato, en este caso el tolueno. Para
el intervalo de 10 a 20 g/m’ de tolueno en la fase gas, la cantidad adsorbida permanece entre 1
y 3 mg/g soporte, en el intervalo 20 a 25 g/m’ tolueno fase gas, el tolueno adsorbido aumenta

de manera importante hasta 15 mg/g biomasa seca.
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Fig. 5.5.2. Isoterma de sorcién de tolueno sobre biomasa seca.

La concentracién inicial de tolueno en fase gas durante los ensayos de respirometria fue de 21
a2dg tolueno/m’ (3 a 3.5 mg tolueno por frasco), considerando la isoterma de adsorcién en
ese intervalo, se estima un error por adsorcién en la biomas entre 2 y 15 mg tolueno
adsorbido/g biomasa seca. Con base en lo anterior, y asumiendo que se tenia 30.72E-3 =+
11.34E-3 g de biomasa seca por frasco en los ensayos de respirometria, se estimo que entre
0.061+0.022 y 0.461+0.170 mg de tolueno podria ser adsorbido, por tanto, el error por
adsorcién del compuesto volatil durante los ensayos de consumo de substrato se considerd
despreciable. Considerando los biofiltros para remocion de tolueno, la isoterma de adsorcion
sobre biomasa permite confirmar que la disminucién de este compuesto no se debe a la
adsorcién sobre la fase bioldgica, ya que las concentraciones mds altas aplicadas son < 5 g
Tol/m’, en cuyo caso la adsorcién seria de 2 mg/g biomasa seca.

Concluyendo, al determinar las isotermas de adsorcion sobre acero inoxidable, polipropileno y
biopelicula seca se encontré que el primero no adsorbi6 el tolueno, en el polipropileno se
absorbid, por lo cual se eligié acero inoxidable como soporte para la formacién de biopelicula.
La isoterma de adsorcién de biopelicula fue del Tipo HI, indicando que la primera capa
adsorbida facilité la adsorcion de las siguientes capas de tolueno. Utilizando esta isoterma de
adsorcién, se estimé que la adsorcién de tolueno durante los ensayos de respirometria fue
despreciable, encontrdndose en el intervalo de 0.061 mg tolueno a 0.461 mg de tolueno

adsorbido en 1a cantidad de biomasa utilizada.
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5.6 Isoterma de desorcién de agua

Durante la operacién de biofiltros, el fenémeno de secado puede ocurrir por una inadecuada
humidificacién del lecho filtrante, por la elevacién de la velocidad de flujo de aire y de su
temperatura, por el calor metabdlico generado por los microorganismos durante las reacciones
de oxidacién y por intercambios con el medio ambiente (Van Lith, et. al. 1997).

Los métodos para medir el contenido de humedad en materiales son el gravimétrico, andlisis
de agua con la técnica de Karl-Ficher y el punto de rocio. En las investigaciones realizadas
sobre contenido de humedad en medios filtrantes y su relacién con el desarrollo de biofiltros,
generalmente se ha empleado el método gravimétrico (Auria, et. al. 1998; Morales, et. al.
1998; Cox, et. al. 1996), aunque la determinacién del punto de rocio por mediciones de Aw es
preferible pues es una medida de la disponibilidad del agua (Bohn & Bohn, 1999);
actualmente se utilizan mediciones de potencial de agua y espectroscopia FTIR para estudios
moleculares de agua enlazada en biopeliculas (Schmitt & Flemming, 1999).

Con el proposito de verificar el grado de desecacion alcanzado por la biopelicula, se
determinaron curvas de secado estitico a temperatura ambiente. Se determinaron isotermas de
desorcién de agua, apoyandose en mediciones gravimétricas del contenido de agua y
mediciones de actividad de agua.

La Fig. 5.6.1 muestra una cinética de secado de biopelicula, la desorcion de agua se midié

como la variacion de la actividad de agua de la biopelicula en el tiempo.

Cinética de Secado de Biopelicula «
a Temperatura Ambiente |

1.05 |
1 jeewesss . ?

2 095 L |

* o K

0.9 - !

E 0.85 T T T T —r- T 15 1’
| 0 20 40 60 80 100 120 140 |
L tiempo, min _74’

Fig. 5.6.1. Cinética de secado de biopelicula a temperatura ambiente.
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Se puede observar una disminucién en la Aw desde 1 hasta 0.9 en un periodo de 2 horas,
dentro de los primeros 30 min. la variacién es pequefia y corresponde al segmento AB en una
curva tipica de secado segtin la Fig. 1.5.2.1. En el intervalo de 30 a 90 min. la variaci6n en la
Aw es mayor, correspondiendo al periodo BC en la misma curva. El periodo de 100 a 120 min
corresponde a una tasa de secado igual a cero.

En los materiales con estructura fibrosa, gelatinosa o amorfas, como es el caso de las
biopeliculas, la humedad es una parte integral de la estructura molecular y también se
encuentra fisicamente atrapada en capilares y poros interiores. En materiales amorfos el
movimiento de humedad es lento, el liquido difunde a través de obstaculos estructurales de la
configuracién molecular. Las curvas de secado tienen un corto periodo de velocidad constante,
terminando en un contenido de humedad critico muy alto porque el agua permanece
intimamente asociada en los espacios intersticiales de las moléculas del material (Lachman,
et.al. 1986).

Las cinéticas de secado de biopelicula a temperatura ambiente representadas en la Fig. 5.6.2,
muestran la variacién del peso de biopelicula por unidad de area en el tiempo para los tres
materiales ensayados, PVC, Polipropileno y Acero Inoxidable. Se encontré6 que la mayor
formacién de biopelicula se obtuvo empleando como soporte acero inoxidable con peso seco
de 0.343 mg biomasa/cm’. Ademds, se puso en evidencia la sensibilidad del método
gravimétrico contra las mediciones de Aw, con el primero no se distinguen las fases de la
curva de secado posiblemente por la heterogenidad de la biopelicula, en donde se encuentra
agua libre, agua asociada al glicocalix y agua asociada a las células de manera que se

enmascaran los fenémenos que estan ocurriendo.
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Fig. 5.6.2. Cinéticas de secado de biopelicula sobre distintos materiales.

En la Fig. 5.6.3 se observan las curvas de velocidad de secado para cada material. La
velocidad de secado fue calculada como la variacién en el peso himedo de la biopelicula
entre el intervalo de tiempo respectivo y graficada contra la media aritmética de dicho
intervalo (Lachman, et. al. 1986). En ellas es posible observar tres secciones en donde la
pendiente va disminuyendo, lo cual corresponde a una velocidad de secado constante, una
diminucién constante de la velocidad de secado, y una velocidad de secado cero,

comportamientos tipicos de una curva de secado.

Velocidad de Secado de Biopelicula
Temperatura Ambiente
0.25 S— e

apPvC
A Polipropileno
O Acero inoxidable

Velocidad de secado,
mg biomasa/ cm2 / min
o

tiempo, min

Fig. 5.6.3 Velocidad de secado de biopelicula sobre soportes a temperatura ambiente.
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Las Fig. 5.6.4 y Fig. 5.6.5 muestran la variacién en el contenido de humedad de biopelicula en
funcién de la humedad relativa y la actividad de agua respectivamente. Dado que Aw = %HR /
100 en el equilibrio, se convirtieron los datos de la Fig. 5.6.6 en la isoterma de desorcién de

agua en biopelicula a 30°C, Fig. 5.6.5.

Contenido de Humedad en Biopelicula
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Fig. 5.6.4. Contenido de humedad en biopelicula desecada a %HR controlada.
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Fig. 5.6.5. Isoterma de desorci6n de agua en biopelicula.

En algunos materiales organicos el equilibrio entre Aw y %HR jamas se realiza debido a su
estructura y las asociaciones entre las moléculas de agua y de proteinas y carbohidratos
(Cheftel & Cheftel, 1976). La isoterma de desorcion para E. jeanselmei creciendo sobre perlita

tiene una forma semejante, con 5 y 32% de contenido de agua para 0.75 y 1.0 de Aw
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respectivamente (Cox, et. al. 1996). Con base en el gréifico de dispersion de la Fig. 5.6.5, se

aX

propuso el siguiente modelo de regresion no lineal para la isoterma de desorcién Y = x

donde Y es el contenido de humedad (g H,O/100g biomasa seca) y X es la actividad de agua.

El modelo estimado tuvo un error de 316.95, éste se presenta en la Fig. 5.6.6.

| Isoterma de Desorcién de Agua

|
|
Ajuste al modelo Y = aX / (1-X) \
200 ~
£ */ |
8 150 / !
o Y = 13.69X/(1-X) / %
o N
2 100 4 SO
o /e
g 50 » 4
o i
\ 0 : : : | 5 i
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12 i
Aw

Fig. 5.6.6. Isoterma de desorcién de agua. Ajuste al modelo Y = aX / ( 1-X)

También se ajustaron los datos experimentales al modelo de BET, 2 - . + aC=D
M(l-a) MC MC

Donde a es Aw, M es el contenido de agua, M; es el contenido de agua de la capa
monomolecular y C es una constante. Se obtuvo la ecuacién de ajuste con error de 8.19E-5,

ésta se muestra en la Fig. 5.6.7

Isoterma de Desorcion de Agua
Ajuste al modelo BET

07 —

0.6 ot —
$ 05— *——,'—##
3 o4l AW/HUI-AW=-0024+0.121AW ! .
- ’ r2 =0.905 / :
= 03 —%
~ /

0 T r

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20

Fig. 5.6.7. Isoterma de desorcién de agua. Ajuste al modelo de BET.
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Existen estudios en donde se describen modelos para isotermas de sorcion de agua (Peleg, ?)

talcomo m= Kl*Awnl + Kz*Aw"Z, donde m es el contenido de humedad, Aw es la actividad

de agua, K| y ni son constantes (nl<1 ; n2>1); ese modelo tiene el mismo ajuste que el modelo
GAB. Pero los modelos BET y GAB describen isotermas sigmoidales y se fundamentan en la
suposicién de que existe una monocapa de agua bien definida. El desarrollo de modelos de
sorcién supone superficies s6lidas, se hacen con gases distintos al vapor de agua y se aplican
solo a la primera capa monomolecular adsorbida, por ello solo concuerdan con los resultados
experimentales con valores bajos de Aw, concretamente inferiores a 0.4 y 0.5 (Cheftel &
- Cheftel, 1976). En este trabajo los datos experimentales parecen ajustar adecuadamente al
modelo propuesto y al modelo de BET hasta Aw = 0.84, pero hay que notar que en el
intervalo importante para actividad biolégica, i.e. Aw cercana a 1, la dispersion de los datos no
permiten un buen ajuste del modelo, por lo cual su utilidad se limita a la estimacién del
minimo contenido de agua necesario para asegurar actividad biolégica de la biopelicula, en
este caso particular 300 g H,O/100 g biomasa seca o 75% contenido de agua en base himeda.
En la Fig. 5.6.8 se muestra la cinética de secado de biopelicula sometida a 100 % HR, esta
cinética fue determinada gravimétricamente y por mediciones de Aw simultineamente, a
temperatura ambiente. En ella se observan las fases de una curva estandar de secado; en Ila
primera fase indicada por el periodo de 0 a 30 min., el agua libre indicada por Aw, varia de
0.99 a 0.84 y el peso de la biomasa himeda de 22.4 a 9.4 mg, en esta fase se estabiliza la
temperatura y es constante mientras permanece la pelicula de agua en la superficie, también la
velocidad de secado es constante. Valores elevados de Aw corresponden a agua libre por lo

que la variacién en peso es grande, el agua se evapora facilmente.
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Fig. 5.6.8. Cinética de secado de biopelicula sometida a 100% HR.

En la segunda fase, del minuto 30 al 55, la pelicula superficial de agua estd completamente
evaporada, entonces el secado depende de la difusion de la humedad a la superficie de la
biopelicula y la velocidad de secado se reduce a practicamente cero, el agua libre disminuye
rapidamente de 0.84 a 0.32. Nuevamente se observa que en Aw = 0.84 ocurre un cambio
critico en la forma de enlace del agua a la biopelicula.

Ya que las biopeliculas estdn compuestas en 90% de agua, éstas son consideradas hidrogeles
(Schmitt & Flemming, 1999), por lo que el enlace y movilidad de agua determinan los
procesos de difusién y en este caso de desecacién. Los autores mencionados han estudiado
dicho enlace empleando espectroscopia FTIR, caracterizaron el proceso de intercambio de
agua en dos etapas: la primera completada en 49s y la segunda después de 21 min, lo cual
indicé diferentes mecanismos de retencion de agua en biopelicula de poblacién mixta. Este
proceso fue totalmente completado después de 2 h. En la Fig. 5.6.8 se observan 2 etapas
diferenciadas a los 30 min. aproximadamente, este valor se encuentra en el mismo orden, la
variacién posiblemente se debe al crecimiento y origen de la biopelicula. En este experimento
no fue técnicamente posible seguir el proceso completo de desecacion, por limitaciones en la
sensibilidad del método gravimétrico y en el funcionamiento del equipo para determinar Aw.
En la Fig. 5.6.9 se observa un comportamiento semejante al descrito anteriormente, en este

caso la biopelicula fue sometida a 97 % HR, aqui la variacion es mds lenta debido a que el
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contenido inicial de agua es menor, la Aw se reduce de 0.7 a 0.3 en 14 min. y el peso himedo

de biopelicula disminuye de 11.7 a 9.3 mg.

B Cinética de Secado Biopelicula
Equilibrio a 97.6 % HR
15 — 08
12 4 1 o6
9 4
1oa
6
3 + 02
—e— Peso, mg —— AW |
0 : 1 0 |
0 5 10 15
i tiempo, min |

Fig. 5.6.9. Cinética de secado de biopelicula sometida a 98 % HR.

En conclusién, las determinaciones de cinéticas de secado estético e isotermas de desorcion de
agua en biopelicula se realizaron por gravimetria y por mediciones de actividad de agua. Los
resultados obtenidos mostraron que las mediciones de Aw son mas sensibles y permitieron
diferenciar las fases en las curvas de secado. Las cinéticas de secado de biopelicula sobre
distintos soportes sefialaron que la mayor produccién de biomasa se presentd sobre acero
inoxidable en relacion a polipropileno y PVC. La isoterma de desorcién de agua se definio
midiendo el cambio en el contenido de humedad de biopelicula sometida a atmésferas de 32 %
HR a 100% HR. Se propuso el modelo Y = aX/(1-X) para la isoterma de desorcion y se
ajustaron los datos a la isoterma de BET. Los ajustes fueron buenos para Aw menor a 0.84
inclusive y se estimé necesario un contenido de humedad de 75% base himeda para Aw
cercana a | en la biopelicula. Se determiné una cinética de secado de biopelicula a 100% HR
por gravimetria y Aw simultaneamente, definiéndose dos grandes fases de secado. La primera
tom6 30 min., la Aw era elevada y hubo una disminucién importante en el contenido de
humedad, todo ello indicio de agua libre o débilmente enlazada. En la segunda, la Aw fue
menor a 0.84 y la variacién en el contenido de humedad fue minima, lo cual corresponde a
agua fuertemente enlazada. Se repiti6 el ensayo para biopelicula a 97% HR encontrindose que

el contenido de agua inicial determina las curvas de secado.
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5.7 Hidrofobicidad de células constituyentes de biopelicula

El lecho de un biofiltro debe retener cierto contenido de agua al mismo tiempo de mantenerla
disponible para la actividad microbiana, pero se ha encontrado que la composta aumenta
considerablemente su hidrofobicidad al desecarse, volviendo dificil su rehumectacion
(Cardenas, et. al. 1998; Devinny, 1999). El fenémeno que asocia la desecacion de la fase
bioldgica en el lecho filtrante, su hidrofobicidad y su capacidad de rehumectacién ain no ha
sido estudiado.

En el presente trabajo se utilizé el método MATH para cuantificar la hidrofobicidad de las
células constituyentes de biopelicula bajo diferentes condiciones de humedad relativa, sobre
distintos soportes sintéticos, y utilizando dos fuentes de carbono distintas. El método MATH
se ha empleado para determinar la hidrofobicidad en cultivos puros de bacterias (Rosenberg,
1980), en conidios (Boucias, 1988), en hongos como A. fumigatus (Pefalver, 1996), para
estudiar el efecto de los iones en la hidrofobicidad de la superficie celular (Bunt, 1995).
También se ha empleado con muestras de lodos activados tras un pretratamiento (Guelllil,
1998).

El indice de hidrofobicidad de biopelicula desecada por equilibrio con diversas atmoésferas de
humedad relativa controlada se muestra en la Fig. 5.7.1. En ella se observa que dicho indice
disminuy6 directamente con el porcentaje de humedad relativa, es decir, entre mas desecada se
encontraba la biopelicula (32 % HR), mayor fue su hidrofobicidad (Af / Ao = 0.5), como se
esperaba. La desecacidn se efectué sobre pelicula integra, y el ensayo hidrofobicidad en las
células correspondientes lavadas, esto parece indicar que la cubierta de substancias
exopoliméricas no evitd la extraccién de moléculas de agua por la solucién salina saturada.
Debe preguntarse entonces hasta que grado, la eliminacién de moléculas de agua, alterd la
estructura de la célula; si tuvo efecto sobre las proteinas de membrana (hidrofobinas,
hidrofilinas), sobre su energia libre de superficie o sobre su carga neta superficial, incluso tal
vez, en el agua intracelular, para dar respuesta a estas preguntas se requieren ensayos mads
precisos y especificos. Dadas la sensibilidad y limitaciones del método empleado es

recomendable utilizar més de una técnica para confirmar los resultados obtenidos.
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Hidrofobicidad de Biopelicula

Figura 5.7.1. Hidrofobicidad de biopelicula con diferente contenido de humedad.

Como se observa en la Fig. 5.7.2, existe una diferencia en la hidrofobicidad de las células de
biopelicula formada sobre polipropileno y sobre acero inoxidable, sin embargo, un andlisis
estadistico sefiala que no hay evidencia suficiente para afirmar que difieren (Anexo 8.7). Es
posible que las células sobre polipropileno sean mas hidréfobas que aquéllas sobre acero
inoxidable, lo que indicaria una relacién entre la hidrofobicidad del soporte y la desarrollada
por las células. Se ha estudiado el desarrollo de biopeliculas sobre soportes sélidos de diversa
hidrofobicidad (Shreve, et.al. 1991), midiendo la biomasa total formada y la velocidad de
formacién de biopelicula, en esa investigacion se encontré que las superficies hidréfobas
presentaron el 50% de biomasa formada en superficies con carga neta positiva o negativa y
que la menor formacion de biopelicula se dio en soportes hidréfilos, sin embargo, no se
investigaron las propiedades de la biopelicula formada. Por otra parte, las células cultivadas en
suspension mostraron el mayor indice de hidrofobicidad, i.e. son las menos hidréfobas, esto se
explica por el contacto continuo con una fase liquida lo cual evité su secado, también es
posible que la diferencia en los métodos de cultivo (fijo y suspendido), haya alterado las
caracteristicas de superficie de la célula.

El indice de hidrofobicidad de biopelicula sobre acero inoxidable (0.7) es menor al medido
con biopelicula a 100% de humedad relativa (0.75), lo cual indica que posiblemente aiin a

100% HR, hay desecacién de la biopelicula.
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Figura. 5.7.2. Hidrofobicidad de biopelicula formada sobre distintos soportes.

Para evaluar el efecto del substrato en la hidrofobicidad celular se emplearon dos fuentes de

carbono, glucosa y tolueno en cultivos en suspension. En la Fig. 5.7.3 se observa que existe

diferencia significativa (Anexo 8.7) en la hidrofobicidad medida con 0.883+0.018 para

glucosa y 0.805+0.038 para tolueno, esto tal vez indica que células creciendo con un substrato

mas hidréfilo serdn mas hidrofilas. Convendria en este caso realizar un barrido de substratos

con hidrofobicidad gradual. El valor obtenido para células con glucosa 0.9, es cercano al

obtenido con biomasa de recirculacién 0.97 en donde también se utiliz6 glucosa, lo cual da un

indicio de la exactitud del método.
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Figura. 5.7.3. Hidrofobicidad de biomasa en suspensién cultivada con distintos substratos.
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Resumiendo, la hidrofobicidad de células se determind con el método de separacion en fase
organica:fase acuosa para biopelicula con diferentes grados de desecacion, creciendo sobre
distintos soportes y creciendo con distintos substratos. La hidrofobicidad aumento
proporcionalmente con el grado de desecacién. Las diferencias en la hidrofobicidad de
biopelicula sobre acero inoxidable y polipropileno no son significativas, sin embargo, respecto
a células libres si difiere, en este caso las células en suspensién presentaron la menor
hidrofobicidad posiblemente debido al método de cultivo. Respecto al substrato, se observo
que la hidrofobicidad de células en suspensién creciendo con tolueno fue significativamente
mayor a la de células creciendo con glucosa, esto indica que posiblemente la hidrofobicidad

del substrato influye en la de la célula.
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6. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se evalué el efecto de la desecacién de biopelicula sobre acero
inoxidable en sus propiedades fisicas y biolégicas, para lo cual se establecieron las técnicas
analiticas que permitieran medir y cuantificar adecuadamente dicho efecto, entre las cuales se
encuentran observaciones en microscopia de barrido electrénico, mediciones de respirometria
para actividad bioldgica, isotermas de adsorci6n de tolueno y de desorcion de agua, ademas de
mediciones de hidrofobicidad celular.

Los resultados experimentales mostraron que el consumo de tolueno y oxigeno por la
biopelicula, disminuye con su grado de desecacion hasta actividad nula con un cambio critico
entre 97% HR y 84% HR, debido posiblemente a la menor difusion de substratos, por
disminucién en la pelicula de agua y por la transformacién del glicocdlix en estructuras mas
rigidas e hidrofdbicas, ademds del posible efecto en la actividad enzimética.

No obstante, la rehumectaciéon de biopelicula desecada permite recuperar su actividad
biolégica en funcion del grado de desecacién y el método de rehumectacién, indicando un
efecto reversible de secado en sistemas de biofiltracién de aire.

Por otra parte, las cinéticas e isotermas de desorcién de agua muestran claramente que el punto
en el que cambia la forma de unién entre las moléculas de agua y la biopelicula es en Aw 0.84,
en valores menores el agua estd débilmente enlazada y en valores mayores, fuertemente
enlazada, lo cual coincide con la actividad bioldgica de biopelicula desecada y de biopelicula
rehumectada.

La utilizacién de los conocimientos generados durante el presente trabajo permitirdn evaluar y
predecir el desarrollo de sistemas de biopelicula expuestos al fenémeno de secado, como son
los biofiltros para tratamiento de aire contaminado.

Reflexionando sobre las posibilidades de complementar este trabajo, se puede mencionar que
dado el amplio intervalo de humedad relativa en el cual se encontraron diferencias
mmportantes, seria ttil estudiar las propiedades de la biopelicula con un gradiente mas pequefio
dentro del mismo. Aunque los biofiltros son colonizados principalmente por bacterias, la
presencia de especies flingicas podria alterar su operacion debido a su capacidad de subsistir a

baja actividad de agua, seria muy dtil el estudio de biopeliculas conteniendo hongos, pues
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podria sefialar la forma de construir biofiltros mds resistentes a la desecacién. Y por altimo,
seria recomendable estudiar condiciones de secado dindmicas y realizar ensayos de
rehumectacion que se aproximen mejor a la ingenieria de procesos empleada en los sistemas

de biofiltracion.
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8. ANEXOS

8.1 Soluciones

A) Amortiguador PUM. PH 7.1 (Rosenberg, 1980)

COMPUESTO | CANTIDAD
Agua destilada 1000 mL
K,;HPO,*3H,;0 22¢g
KH,PO4 726¢
Urea 1.8¢g
MgSO4*7TH,0 02¢g

B) Soluciones salinas para desecacion de biopelicula

SOLUCIONES SALINAS | %HR
Ninguna 100.1
K>SO4 97.4
KCl 83.9
NaCl 74.8
MgCl, 32

Preparacién del amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 7.4.
1. Preparar solucion 0.2 M de NaH2PO4*H2O, disolviendo 27.6 g en 1000 mL de agua

destilada en matraz volumétrico.

2. Preparar solucién 0.2 M de Na2HPO4, disolviendo 28.39 g en 1000 mL de agua destilada

en matraz volumétrico.

3. Adicional el 4cido a la sal para ajustar a pH 7.4. Se llega a una relacién de 81:19 con

NaZHPO4:NaH2P0O4

4. Diluir a 2000 mL con agua destilada.
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8.2 Mediciones con curvas patron

A) Para determinar proteina por el método de Lowry se utilizo una curva patrén de caseina.

CURVA PATRON DE CASEINA

i y = 0.0017x + 0.0684

1.6

REZU9878
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Las mediciones de absorbancia solo son validas hasta valores de 0.8. La técnica empleada se

describe a continuacion.

1. Solucién estandar de caseina, 0.5 mg/mL. Hidrolizar con 4cido y neutralizar con
NaOH.
2. Preparar curva estandar

TUBO|SOL. CASEINA |AGUA CONC. FINAL
(ML) (ML) (MG/ML)

1 0 1 0

2 0.2 0.8 0.1
3 0.4 0.6 0.2
4 0.6 0.4 0.3
5 0.8 0.2 0.4
6 1 0 0.5

3. Hidrolizar la biomasa, agregando 1 mL de NaOH 1IN a cada tubo, no agitar. Ebullir por
5 minutos. Enfriar rdpidamente.

4. Preparar la solucién de reaccién mezclando 1 mL de Sulfato de cobre 1% con ImL de
tartrato doble de sodio y potasio 2%.

5. Agregar la mezcla anterior a 50 mL de solucién de carbonato de sodio al 2%. Calentar
ligeramente.

6. Adicionar 5 mL de la mezcla de reaccién a cada tubo. Agitar y reposar 10 min en
obscuridad.

7. Adicionar 1 mL de Folin diluido 1:1 con agua a cada tubo. Agitar y reposar por 30
minutos en obscuridad.

8. Leer absorbancia a 590 nm.
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B) La medicién del tolueno en la fase gas en los ensayos de actividad bioldgica se realizd

empleando una curva patrén de tolueno.

| CURVA PATRON DE TOLUENO f
Y = 6175.1X + 2060.6 |
2 ~—

300000 R? = 0.9917 E
$ 250000 }
3 . ‘
o 200000
- |
o 150000 «
[+
Fel
s 100000 / {
Z 50000 {4

0 . r r {
0 10 20 30 40 50 |

g Tolueno/m3 l

i

En frascos erlenmeyer de 125 mL tapados con vélvulas mininert, se colocaron 0, 0.15, 0.30,
0.45, 0.60, 0.75 y 3.0 g de biopelicula extraida de las placas de acero inoxidable, desecada a
70°C por 24 horas y homogenizada en mortero de porcelana.

Se adicioné a cada frasco 5 pL de tolueno liquido y se colocaron en una estufa a 30°C. Se
realizaron lecturas del tolueno en la fase gaseosa a las 48, 87 y 109 horas para asegurar el
equilibrio del tolueno entre la fase gas y el adsorbido en la biomasa.

En el caso de las isotermas de acero inoxidable y polipropileno, se colocaron un nimero
ascendente de placas,de O a5 placas, con peso total de 0 a 10 g y de O a 2 g aproximadamente

para acero y para polipropileno respectivamente y se siguié el mismo procedimiento descrito.
8.3 Metodologia empleada para SEM

Las muestras se fijaron en solucién de glutaraldehido al 2% en un amortiguador de fosfatos
0.1M, pH 7.4 por 2 h, fueron lavadas dos veces con el mismo amortiguador y postfijadas por 1
h en amortiguador de fosfatos conteniendo 1% de OsO4.

Las muestras se lavaron dos veces con el amortiguador antes de la deshidratacién con etanol.

Las muestras se deshidratan con soluciones alcohdlicas a varias concentraciones: 2 cambios de
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15 min con soluciones de etanol a 30, 50, 70, 80, 90 y 100% .Evitar dejar secar la muestra con
alcohol y evitar abrir los viales de muestras a baja temperatura para evitar su rehumectacion.
Al desecar las muestras en soluciones de distintas concentraciones de etanol, es posible
conservarlas por periodos largos (12 h) en etanol al 70% o bien al 100%
Las muestras se secaron finalmente en un desecador de punto critico (Samdri-780 B, Tousimis
Research Corp., Rockville MD) empleando CO2 y fueron cubiertas con oro.
La examinacién se llevé a cabo en un microscépio de escanéo electrénico digital (JSSM-5900
Japan) usando 8 kV.
Se limpi6 el portaobjetos metélico con acetona, se pulié con pasta formulada para ese
propdsito. Se colocé cinta de carbdn para adherir las muestras y se colocaron sobre dicha
cinta. Posteriormente se cubrieron con un bafio de particulas de carbon y con un bafio de oro.
Para emplear el microscopio :
1. Eliminar el vacio en la cimara de bombardeo de electrones
2. Existen dos sistemas
a) BES, Back Electron system. Sistema de electrones retrodispersos
b) SEI Secondary Electron Image
3. Ajustar el voltaje segiin la mustra. Se elige entre el rango de 0.8 a 30 kV. Para material
bioldgico 8 kV.
4. Ubicar la muestra con el software
5. Elegir el Scan de 1 a 4. El 3 da mayor resolucién pero ocupa mayor espacio

6. Salvar imagen con extensién bmp con Merge text.

8.4 Modelo logistico de Gompertz

El modelo integrado de Gompertz es una ecuacion de tipo logistica de la forma
Sc = oexp[-Bexp(-kv)] )
Esta se obtuvo de la ecuacién diferencial

@ =—KSclog Sc

dr o @
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al obtener la segunda derivada es posible identificar la tasa de cambio de consumo de

substrato
2
[L“Sc =k| log Sco +1 6_1& (3)

Sc = /e en el punto de inflexién cuando la ecuacién (3) se iguala a cero, lo cual corresponde

) dSc ..
al méximo valor de d- o méxima tasa de consumo de substrato V... Esta puede obtenerse
t

substituyendo Sc = o/e en la ecuacion (2)

_dSc

max
dt max

= —k(at/e)logl(ct/e)/ e]= KX _ 0368k (4)
e

La maxima tasa de consumo de tolueno V. de la ecuacién (4) corresponde a la tasa mas alta
obtenida mediante el ajuste de los datos de substrato consumido Sc en los ensayos y puede no
considerar la reduccién en la tasa segin la concentracion en la fase gas va disminuyendo. En
este sentido se considera una relacién de orden cero.

La ventaja de usar el modelo de Gompertz es que se reduce el error de tratar de ajustar a una

linea recta los datos experimentales para obtener la velocidad.
8.5 Analisis estadistico. Constantes cinéticas en el modelo de Gompertz

Andlisis de varianza de un factor para probar que existe al menos un nivel de humedad relativa

que produce una velocidad especifica de consumo de substrato diferente.

DATOS.

k velocidad especifica de consumo de substrato.

99.6% HR

199.3%HR

097.2% HR

96.2% HR

94.6% HR

01.8% HR

0.418676588

0.34

0.45548328

0.37699304

0.44998955

0.46170277

0.43355017

0.34

0.48553199

0.30750624

0.45343499

0.26286022
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Coef.correlacion

0.06811605
%HR K
7%oHR 1
K 0.06811605] 1
RESUMEN
GRUPOS |CUENTA| SUMA PROMEDIO | VARIANZA
99.6 2 0.85222676] 0.42611338( 0.00011061
99.3 2 0.67995436| 0.33997718] 1.0414E-09
97.2 2 0.94101527] 0.47050763( 0.00045146
96.2 2 0.68449928 0.34224964{ 0.00241421
94 .6 2 0.90342454] 0.45171227f 5.9355E-06;
91.8 2 0.724563]  0.3622815 0.01976918

ANALISIS DE VARIANZA

ORIGENDELAS| SUMADE |GRADOSDE{ PROMEDIO DE VALOR
VARIACIONES |CUADRADOS| LIBERTAD [LOS CUADRADOS F PROBABILIDAD| CRITICOF
IEntre grupos 0.033358763 5 0.00667175] 1.75947498 0.25516526| 4.38737402

entro de los
Erupos 0.022751398 6 0.0037919
Total 0.056110161 11

Ho: Todas las medias son iguales
Ha: Al menos una media difiere de las restantes

Conclusién: No hay evidencia suficiente para afirmar que al menos una media difiere.

8.6 Validacion de la técnica de hidrofobicidad

Se valid6 el método de MATH (Rosenberg, et. al. 1980) para medir hidrofobicidad de un

cultivo mixto compuesto por 5 bacterias y 2 levaduras.
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Método

Durante el proceso se utilizé una suspension de células a partir de la biopelicula, ésta se
extrajo raspando el soporte con espatula, se homogenizé y resuspendi6. En la validacion de la
concentracion inicial se usaron células del cultivo liquido de recirculacion.

Concentracién inicial. Para validar la necesidad de realizar el ensayo de particién bifésica con

una concentracién particular de células, se realizaron diluciones a partir de una suspension
celular concentrada y se siguid el procedimiento de Rosenberg (1980), que se describe dentro
del manual de técnicas.

Lavado de células. Se realizé el ensayo de particion bifdsica en suspensiones celulares con 2

lavados con solucién amortiguadora PUM vy sin lavar, con objeto de valorar la influencia de
este paso dentro de la técnica.

Tiempo de agitacion. Se evaluaron dos tiempos de agitacidon, 60 y 120s en el marco de

procedimiento de particion bifdsica, empleando una proporcion 2:1 de suspensién celular

acuosa:fase orgéanica.

Periodo de incubacién. Se prob6 el efecto de la etapa de incubacién a 30°C de las fases,
efectuando el ensayo incluyendo y sin incluir esa etapa.

Tiempo de separacién de fases. A fin de evaluar la influencia del tiempo de separacion de

fases, se realizaron los ensayos dejando transcurrir 15 y 30 minutos antes de realizar las

lecturas de absorbancia de la fase acuosa.

Resultados
La concentracién inicial de células no influye en las mediciones de hidrofobicidad como se
puede observar en la Fig. 1. Para las diluciones obtenidas a partir de la misma suspensién de

células, no se encontré diferencia en la hidrofobicidad medida ( R’= 0.0821).

105




Indice de Hidrofobicidad y=-0.0931x+ 1.0448

R?=0.0812
1.4
1.2 .
et
208
Z 0.6
0.4
0.2
0 e . T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Absorbancia Inicial, 540 nm
L s

Fig. 1. Indice de HFB determinado en suspensiones celulares de distintas concentraciones.

Al realizar los ensayos con células lavadas previamente y sin lavar, no se encontré diferencia
en la hidrofobicidad medida, como se muestra en la Tabla 1. Esto puede explicarse por las
condiciones empleadas en el presente trabajo para la obtencidn de células, la extraccion y
resuspensién de células de biopelicula pudo haber igualado las condiciones de un cultivo en
suspension.

El material que rodea a las células de cultivos en suspension, i.e. substancias extracelulares
poliméricas, se disuelve y difunde en el medio liquido circundante. En el caso de células
cultivadas sobre una superficie sélida en donde forman una biopelicula, dichas substancias
exopoliméricas podrian tener influencia en la hidrofobicidad medida en caso de omitir el

lavado de células. Es necesario ampliar el trabajo en este aspecto particular.

Tabla 1. Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales
Ho: La media muestral del Indice de HFB de células sin lavar es igual a

la media muestral del Indice de HFB de células con dos lavados.

SIN LAVAR DOS

LAVADOS
Media 0.681395349] 0.623218764
Varianza 0.007017583} 0.004285036
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Continuacién Tabla 1. Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas 5 iguales

Observaciones 5 4
Varianza agrupada 0.005846491

Diferencia hipotética de las 0

medias

Grados de libertad 7

1.134212185
0.147024433
1.894577508
0.294048866

2.36462256

Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

Conclusién: Los datos experimentales no proporcionan evidencia suficiente para rechazar Ho.

El tiempo de agitacion resulté tener alta influencia en los resultados obtenidos. La
uniformidad, tiempo y modo de mezclar las fases influye en la medicién de hidrofobicidad. Se
determiné la conveniencia de emplear vértex tipo plancha cuando se realizan duplicados.

Existe una correlacién entre el tiempo de mezclado de las fases y el volumen de fase organica
empleada. Diversos autores han modificado el método desarrollado por Rosenberg, et. al.
(1980) aumentando el tiempo de mezclado y disminuyendo la fase orgénica y viceversa, segun

se observa en la Tabla 2.

Tabla 2. Diversas condiciones empleadas en la técnica de particion bifasica para determinar

hidrofobicidad en células.

MUESTRA TIEMPO DE VOL. CELULAS/ REFERENCIA
MEZCLADO VOL. SOLVENTE
Bacterias 120 s 1.2/07 Rosenberg, 1980
E. coli S min 6/07 Bunt, 1995
A. fumigatus 3 min 2/0.3 Penalver, 1996
Conidios 10-15 s 3/3 Boucias, 1988
Bacterias 60s 48/1.8 Jones, 1991
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Durante los ensayos con incubaci6n de las fases a 30°C y sin incubacidn, se observé que la
incubacién resulta en una menor dispersién de los resultados. La homogenizacion de
temperatura entre las fases permite igualar sus energias internas y posteriormente un mejor
mezclado entre las fases.

Se observé que el tiempo de separacién de fases tiene alta influencia en la medida de
absorbancia de la fase acuosa. Esto puede deberse a la sedimentacion de c€lulas cuando se les
deja por largos periodos en la celdilla o tubo de mezclado. En la Tabla 3 se muestra la
existencia de una diferencia significativa ( o =0.05 ) entre la hidrofobicidad medida después

de 15 y 30 min de separacién de las fases.

Tabla 3. Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales
Ho: La media muestral del Indice de HFB transcurridos 15 min es igual a la media muestral

del Indice de HFB transcurridos 30 min.

ISMIN | 30 MIN
Media 0.6584786/0.60718851
Varianza 0.000628210.00041355
{Observaciones 4 A
Varianza agrupada 0.0005209
iferencia hipotética de las
l@edias 0
"?rados de libertad 6
IEstadistico t 3.1781568
P(T<=t) una cola 0.0095602,
'Valor critico de t (una cola) 1.9431809
P’(T<=t) dos colas 0.0191204
Valor critico de t (dos colas) 2.4469136

Conclusion: Los datos experimentales muestran que las medias muestrales del Indice de HFB

transcurrido un tiempo de 15 min y un tiempo de 30 min son diferentes.
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Una vez transcurridos 15 min de separacién de fases, se mantuvo la celdilla dentro del
espectrofotémetro para obtener una lectura continua de absorbancia y se observé que ésta
disminuia permanentemente, por lo cual se establecié la necesidad de mantener gran exactitud
en el periodo de separacién de fases.

No se realizaron ensayos para evaluar la proporcion fase acuosa:fase orgénica, sin embargo en
los experimentos realizados por Rosenberg, et. al. (1980) se encuentra que para una
proporcién mayor a 2:1 fase acuosa:fase orgénica se obtiene una condicién de saturacion, de
manera que para una proporcién mayor no se obtendrd una mayor particién de
microorganismos entre las fases.

La longitud de onda empleada debe ser determinada previamente para el cultivo celular
particular. Se sabe que en diferentes etapas de crecimiento los microorganismos tienen
diferentes coeficientes de exticion por lo cual resulta necesario ser consiste en la fase de

crecimiento seleccionada para realizar el ensayo.

Conclusiones

La determinacién de la hidrofobicidad de la superficie celular puede ser indicativa de la
afinidad de microorganismos por substratos orgdnicos hidrofébicos, asi como de la capacidad
de formar biopelicula sobre soportes hidrofébicos.

El método de particion bifdsica para medir hidrofobicidad de células desarrollado por
Rosenberg, et. al. (1980) es simple, barato y factible de ser empleado con varios tipos de
muestras.

Durante su validacion se encontré que la concentracién inicial de células no influye en la
hidrofobicidad medida. Por otra parte, se observé que el método es altamente sensible al
tiempo y modo de agitacidn, asi como también al tiempo en que se permite la separacién de

fases.
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8.7 Analisis estadistico. Ensayo de Hidrofobicidad.

A ) Andlisis de varianza de un factor para probar que existe al menos un nivel de humedad

relativa que produce un indice de hidrofobicidad diferente.

DATOS

100% HR

97% HR

84% HR

74% HR

32% HR

0.86930091

0.817351598

0.65637066

0.59386282

0.61832061

0.88821752

0.945205479

0.6875

0.58540925

0.57106599

0.90123457

0.881818182

0.7421875

0.61191336

0.58163265

0.60950413

1.189189189

0.61896552

0.64772727

0.3755102

0.60245902

1.23603352

0.66901408

0.62750716

0.42244898

0.62809917

1.256944444

0.65770609

0.61449275

0.37755102

RESUMEN

GRUPOS | CUENTA

SUMA

PROMEDIO

VARIANZA

100% HR

4.49881532

0.74980255

0.02251514

97% HR

6.32654241

1.05442374

0.0380166

84% HR

4.03174385

0.67195731

0.00168734

74% HR

3.68091262

0.61348544

0.00050918

AN O] | ] &

32% HR

2.94652946

0.49108824

0.01234863

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las

variaciones

Suma de

cuadrados

Grados de
hbertad

Promedio de los

cuadrados

F

Probabilidad

Valor critico

para F

"Entre grupos

1.07224449

0.26806112

17.852440
7

4.82866E-07

2.75871059

IDentro de los grupos

0.37538442

25

0.01501538

Total

1.44762891

29
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Ho: Todas las medias son iguales
Ha: Al menos una media difiere de las restantes

Conclusién: Rechazo Ho, al menos una media difiere de las restantes.

B) Prueba t de Student para dos muestras suponiendo varianzas iguales para probar que la
media muestral de la hidrofobicidad de biopelicula sobre polipropileno difiere de la
hidrofobicidad de biopelicula sobre acero inoxidable y que ambas difieren de aquélla medida

en biomasa suspendida de recirculacién.

DATOS

IPROLIPROPILENO |ACERO INOX [BIOMASA RECIRC
0.615254 0.693333 0.980263
0.574733 0.754325 0.983553

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

PROLIPROPILENO | ACERO INOX
Media 0.594993667] 0.72382929
'Varianza 0.000820981]  0.001860008,
#0bservaciones 2 2
Vartanza agrupada 0.001340494
IDiferencia hipotética de las medias 0
"Grados de libertad 2
"Estadistico t -3.518871993
P(T<=t) una cola 0.036065271
Valor critico de t (una cola) 2.91998731
(T<=t) dos colas 0.072130542
alor critico de t (dos colas) 4.302655725

Ho: ml =m2

Ha : m2 difiere de m2

Conclusién: No hay evidencia suficiente para rechazar Ho
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Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales.

ACERO INOX | BIOMASA RECIRC
iMedia 0.72382929¢6, 0.981907895
'Varianza 0.001860008 5.41032E-06
bservaciones 2 2
[Varianza agrupada 0.000932709
“Diferencia hipotética de las medias O
IIGrados de libertad 2
“Estadfslico t -8.45043227
[P(T<=t) una cola 0.006858113
[Valor critico de t (una cola) 2.91998731
iP(T<=t) dos colas 0.013716226
[Valor critico de t (dos colas) 4.302655725

Ho: ml=m2
Ha: m! difiere de m2

Conclusién: Rechazo Ho

C) Prueba t de Student para dos muestras suponiendo varianzas iguales para probar que la

media muestral de la hidrofobicidad de células creciendo en glucosa difiere de la

hidrofobicidad de células creciendo en tolueno.

DATOS
IGLUCOSA [TOLUENO
0.863333| 0.806667
0.886667| 0.766667
09 0843333
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Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

GLUCOSA | TOLUENO

edia 0.883333|  0.805556

Varianza 0.000344 0.00147

JObservaciones ' 3 3
Varianza agrupada 0.000907
"Diferencia hipotética de las medias 0
“Grados de libertad 4
"Estadl’stico t 3.162278
IP(T<=t) una cola 0.017055
'Valor critico de t (una cola) 2.131846
(T<=t) dos colas 0.034109
alor critico de t (dos colas) 2.776451

Ho: ml =m2
Ha: m1 difiere de m2

Conclusién: Rechazo Ho

8.8 Cinéticas de consumo de substratos

Consumo de tolueno y respirometria en biopelicula formada sobre placas de acero inoxidable
In6culo 20% cultivo mixto formado por 5 bacterias y dos levaduras

Substrato, medio mineral adicionado con 1.37 g/L/d de Glucosa, pH mantenido con 7 con
NaOH IN

Cultivo aireado, mantenido a 26°C en cuarto de temperatura controlada.

Crecimiento de biopelicula 12 dias del Do 20/02/00 al Vi 03/03/00
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Cinética de Consumo de Tolueno
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Consumo de 02 y Produccion de CO2
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Cinética de Consumo de Tolueno

Consumo de 02 y Produccion de CO2
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