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RESUMEN
Sagrario de Jestis Garcia Ham Fecha de Graduacién: Marzo, 2007

Universidad Auténoma de Nuevo Leon
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: Remocién y degradacién simultanea de Cromo (VI) y fenol
en efluentes liquidos sintéticos utilizando Aspergillus niger
en un biorreactor de lecho fijo.

Numero de paginas: 132 Candidato para el grado de Maestria
en Ciencias con Orientacién en
Procesos Sustentables

Area de Estudio: Procesos Biotecnolégicos

Propésito y Método del Estudio: La contaminacién ambiental es un problema a nivel
mundial debido a su toxicidad y a sus efectos adversos sobre la biota y los seres
humanos. La industria quimica moderna ha traido efectos negativos al generar
grandes cantidades de residuos que son enviados a cuerpos acuiferos, originando
un alto nivel de contaminacién de metales pesados y compuestos fenélicos. Hoy
en dia se invierten tiempo y recursos a la investigacion de nuevas especies
biolégicas que tengan la capacidad de bioremediar el medio ambiente gracias a
los métodos biotecnolégicos. En el presente trabajo se emple6 el hongo
filamentoso Aspergillus niger para remover y degradar simultdneamente cromo
(VI) y fenol de un efluente liquido sintético en un biorreactor de lecho fijo.

Contribuciones y Conclusiones: En esta investigacion se ha demostrado que el
hongo filamentoso Aspergillus niger presenta una gran capacidad para remover
cromo (VI) y degradar fenol de manera simultdnea a concentraciones elevadas,
obteniéndose entre un 80% y 100% de remocién de Cr (VI) y degradacién de
Fenol a las 24 h en matraces Erlenmeyer de 250 mL y entre 65% y 100% de
remocioén de Cr (VI) y degradacién de Fenol a las 10.5 h en las pruebas realizadas
en el reactor de lecho fijo a escala laboratorio.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La contaminacién ambiental por metales pesados y compuestos fenélicos
es un problema serio a nivel mundial debido a su toxicidad y a sus efectos
adversos sobre la biota y los seres humanos, tanto por el incremento en la
acumulacién en la cadena alimentaria como por su continua persistencia en el

medio ambiente (Chen y Pan, 2005).

Aunque es indiscutible que la industria quimica moderna ha traido
grandes efectos benéficos a la sociedad, también ha habido efectos negativos
asociados a la liberacién al medio ambiente de compuestos toxicos sintéticos
dificiles de degradar. Adicionalmente los procesos industriales tienen
problemas con respecto al uso eficiente del agua y el manejo de sus aguas
residuales al generar gran cantidad de residuos. De acuerdo con la Comisién
Nacional del Agua (CNA), la industria genera a nivel nacional 170 m3/s de
aguas residuales de las cuales menos del 10% recibe tratamiento (Ley Federal de
Derechos en Materia de Agua, 2001 y CNA, 2001). Las industrias de alimentos,

quimica, preservacion de madera, refinacién del petrdleo, curtido de pieles,



pinturas, fabricacion de partes de automoviles, papeleras, etc., envian sus
descargas toxicas, de manera clandestina, a cuerpos acuiferos, originando con
ello un alto nivel de contaminaciéon de metales pesados (Cu, Zn, Pb, Cd, Cr, Ni,
Hg, Co, Ag, Au) (Vullo, 2003) y compuestos aromadticos entre los que se
encuentran el fenol, 2-clorofenol, 2-nitrofenol, 2,4-dimetilfenol, 2,4-diclorofenol,
4-cloro-3-metilfenol, 2,4,5-triclorofenol, 2,4-dinitrofenol, 2-metil-4,6-dinitrofenol

y pentaclorofenol (Puig y Barcelo, 1997).

El avance en las investigaciones sobre el efecto de los contaminantes en
las formas de vida y su incidencia en los ecosistemas, sumado a la demanda de
la sociedad por aguas de mejor calidad, se han materializado en regulaciones
ambientales y de salud publica cada vez mads estrictas. En las tltimas tres
décadas, la legislaciéon ambiental mundial se ha centrado en exigir la proteccion
de los cuerpos de agua dulce, pues la escasez de la misma afecta la vida silvestre

y la salud humana (Rubiano-Hernandez, 2004).

Tomando en consideracion los factores expuestos anteriormente, ha
surgido la necesidad de tratar las aguas residuales para que puedan descargarse
a los cuerpos de agua sin afectar los ecosistemas, por lo cual es primordial el
desarrollo de nuevos métodos y tecnologias eficientes que representen un bajo
costo para las industrias. Los procesos de tratamiento de aguas residuales son

muy diversos, entre ellos podemos mencionar tratamientos fisicos y quimicos



los cuales son costosos y relativamente ineficientes. Estos métodos a menudo
producen otros productos finales téxicos o bien requieren de procesamientos
posteriores. Los tratamientos biolégicos permiten llevar a cabo un proceso de
tratamiento rentable que puede hacer descender el nivel de materiales t6xicos

por debajo de los niveles maximos legales (Vullo, 2003).

Hoy en dia se invierten tiempo y recursos a la investigaciéon de nuevas
especies biolégicas que tengan la capacidad de biorremediar el medio ambiente,
ya sea por la capacidad natural que tienen éstas de interaccionar con el
ecosistema, o bien, por las nuevas capacidades genéticas que se implementan

gracias a los métodos biotecnolégicos (Chen et al., 2005).

La biotecnologia ofrece soluciones a problemas ambientales con ayuda de
microorganismos con capacidad de tolerar condiciones ambientales extremas
(Aislabie et al., 1990) y convertir los contaminantes peligrosos organicos o
inorganicos en diéxido de carbono, agua, tejido celular y energia, para
removerlos del medio ambiente restaurando los sitios contaminados y
previniendo la futura contaminacién por acumulacién (Suérez-Herrera, 2004).
La biotecnologia también propone procedimientos alternativos para Ila
extraccion de productos de alto valor agregado a partir de desechos (Shirai,

2005). Las ventajas de éstos procesos son la obtencion de diferentes



subproductos que contienen componentes valiosos que pueden ser utilizados

como materia prima en diversas industrias (Marmol et al, 2006).

Diferentes microorganismos, tales como bacterias, hongos, levaduras y
algas, han sido empleados para la degradaciéon de compuestos fendlicos y
metales pesados (Cafizales-Villanueva, 2000). Dentro de los grupos microbianos
que han sido utilizados en biorremediacion para degradar y remover tanto
compuestos orgdnicos como metales pesados se encuentran los hongos
tilamentosos (géneros Acremonium, Aspergillus, Curvularia y Fusarium), (Sudrez-

Herrera, 2004).

Los procesos de remediacion pueden efectuarse in situ, o sea en el mismo
lugar donde ha ocurrido el derrame, o bien ex situ, separando la porcién
contaminada y trasladandola a un reactor (Vullo, 2003). Los biorreactores han
definido y controlado factores ambientales, por consiguiente es una manera
eficaz de aprovecharse de las capacidades de los sistemas bioldgicos,
demostrando ser ttiles en la investigacion e industria, los biorreactores mas

cominmente empleados son los de lecho fijo y los de lecho fluidizado

(Andersson, 1999).

El interés principal de éste trabajo estd centrado en la biorremediacién

mediante el uso de sistemas biolégicos para lo cual se empleard un cultivo puro



del hongo filamentoso Aspergillus niger para remover y degradar
simultdneamente cromo (VI) y fenol de un efluente liquido sintético. Este
microorganismo fue aislado en el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias Quimicas. Entre las propiedades que posee éste organismo destacan su
capacidad en la degradaciéon de fenol (Suarez-Herrera, 2004) y en pruebas

preliminares la remocion de diversos metales pesados.



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

Los materiales residuales emitidos directamente desde fuentes
industriales y agricolas son los causantes a nivel mundial de una considerable
contaminacion del suelo y del agua. La existencia de éstos materiales en una
concentraciéon determinada causa efectos no deseados y representan un riesgo

para el bienestar de humanos, animales o bienes materiales.

Entre los materiales residuales se encuentran los xenobiéticos y los
metales pesados. Los xenobiéticos son compuestos organicos elaborados por los
principales productores quimicos multinacionales y se utilizan extensivamente
por productores de plasticos y otros productores quimicos. Incluyen
compuestos como el benceno, tolueno y estireno, asi como compuestos
organicos halogenados como pentaclorofenol y bifenilos policlorados. Estos
contaminantes a menudo estdn presentes en procesos de aguas de desecho en
concentraciones bastante bajas, o pueden estar en cantidades mas grandes como
derrames, o en suelo y agua asociados con sitios industriales abandonados.
Estos compuestos generalmente son altamente téxicos a formas de vida

incluyendo humanos, son dificiles de desechar y son de las principales



preocupaciones de la industria (debido al costo y/o dificil tratamiento) y de las

agencias regulatorias (Grady, 1999).

Los procesos industriales presentan problemas en el manejo de aguas
residuales al generar grandes cantidades de residuos de metales pesados
(cromo (VI)) y compuestos aromaéticos (fenol), por lo que se ha visto la
necesidad de tratar de eliminar o remover dichos contaminantes mediante

tratamientos fisicoquimicos o biolégicos.

Las tecnologias que emplean microorganismos son menos costosas que
las fisicoquimicas porque las reacciones de degradacién, medidas por la
actividad biocatalitica natural, se producen a velocidades rapidas a temperatura
ambiente. Por lo tanto, los costes energéticos del tratamiento son relativamente

bajos (Levin et al., 1997).

A lo largo del dltimo siglo, el desarrollo de tecnologias basadas en
microorganismos para el tratamiento de aguas residuales urbanas ha
proporcionado excelentes procesos para la destrucciéon de los constituyentes
facilmente biodegradables en condiciones aerobias. Por lo tanto, en el
tratamiento de muchas aguas residuales industriales y peligrosas se han
aplicado con éxito procesos similares a los utilizados para el tratamiento

convencional de aguas residuales urbanas.



2.1 Metales Pesados

Los metales pesados son elementos quimicos de masa atémica elevada,
por lo general del quinto o sexto periodo de la tabla periédica. Los metales son
notables por su amplia gama de usos, su dispersion, su tendencia a acumularse
en algunos tejidos del cuerpo humano y su potencial de ser téxicos atin a niveles

de exposicion relativamente bajos (Rodriguez-Rosario, 2005).

En cantidades pequenias, ciertos metales pesados son nutricionalmente
esenciales para una vida sana, por ejemplo el hierro, cobre, manganeso, y zinc.
Estos elementos, o algunas de sus formas, se encuentran comunmente en
comestibles, en frutas y vegetales, en productos multivitaminicos y se usan en la
industria para fabricacion de pesticidas, baterias, aleaciones, acero, etc.

(Hidalgo-Hidalgo, 2004).

La industria de abrillantado de metales representa un mercado clave
bien identificado para la tecnologia de la biosorcién que continta creciendo

debido a la necesidad de purificacién del agua que se emplea en ésta industria.

El proceso de abrillantado de las superficies metalicas consiste de varios
procesos quimicos y fisicos, a través de los cuales cambia la superficie de un
producto o se incrementa su apariencia, resistencia a la corrosién o las

caracteristicas esenciales de la superficie para operaciones subsecuentes.



Las industrias de abrillantado de metales generalmente descargan sus
efluentes en los drenajes municipales y muchos de ellos no alcanzan los niveles
marcados por la legislacion para Cd, Cr, Cu, Ni y Zn. Las concentraciones de
metales en los efluentes no tratados pueden ser hasta 120 veces mas altas que las
permitidas por la ley, contribuyendo con una gran cantidad de contaminantes

metalicos al medio ambiente (Volesky, 2003).

2.1.1 Cromo

2.1.1.1 Propiedades Fisicas

Elemento quimico, de simbolo Cr, nimero atémico 24, peso atdémico
51.996; es un metal de color blanco plateado, duro y quebradizo. Sin embargo,
es relativamente suave y ductil cuando no esta tensionado o cuando esta muy
puro. Sus principales usos son la producciéon de aleaciones anticorrosivas de

gran dureza y resistentes al calor y como recubrimiento para galvanizados

(ALNICOLSA, 2002).

2.1.1.2 Efectos Ambientales del Cromo

La toxicidad de los compuestos solubles del cromo varia segin la
temperatura, pH y dureza del agua, y segin las especies de organismos que
entren en contacto con éstos compuestos. La movilidad del cromo en el suelo

solamente puede evaluarse si se consideran la capacidad de adsorcién y
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reduccién de los suelos y de los sedimentos. Los hidréxidos de cromo (III), una
vez sedimentados y fijados en el sedimento acuatico, dificilmente vuelven a
movilizarse, dado que la oxidacién de los compuestos de cromo (III) para
formar compuestos de cromo (VI) practicamente no ocurre en forma natural.
Tanto los animales como los seres humanos s6lo incorporan a su organismo
cantidades relativamente pequefias de cromo por inhalacién; la mayoria de las
sustancias que contienen cromo ingresan al organismo a través de los alimentos

y del agua que se bebe (Cowi, 2002).

2.2 Compuestos Fenélicos

2.2.1 Fenol

El fenol es una sustancia quimica de naturaleza sintética principalmente,
aunque también se encuentra en la naturaleza en residuos animales y material

organico.

2.2.1.1 Propiedades Fisicas del Fenol

El fenol es un soélido cristalino de color blanco, el producto comercial es
un liquido. Tiene un olor desagradable y alquitranado. Se puede detectar el
sabor y el olor del fenol a niveles mas bajos que los asociados con efectos
nocivos. El fenol se evapora mds lentamente que el agua y una pequefia

cantidad puede formar una solucién con agua (TRP, 2002).
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2.2.2.1 Efectos Ambientales del Fenol
Respecto a las regulaciones de éste contaminante, la Agencia de Proteccién
Ambiental de Estados Unidos (EPA) ha decidido que el agua de lagos y rios
deben estar limitados a 0.3 mg-L1 para proteger la salud humana de posibles
efectos nocivos debido a la exposicion a fenol a través del agua. La Procuraduria
Federal de Protecciéon al Ambiente (PROFEPA), desde 1983 reconoce al fenol
como una sustancia susceptible de ocasionar riesgos en la salud humana, dafar
la flora, la fauna y los recursos vivos del medio marino, menoscabar sus

alicientes recreativos o entorpecer los usos legitimos de las aguas del mar (CNA

2001 y NOM-031- ECOL-1993).

Debido a la degradacion microbiana (aerébica o anaerdbica) la
acumulacion de fenol en el suelo es escasa; el nivel de ésta acumulacién
depende de la presencia de minerales arcillosos. Se produce poca acumulacién
en los alimentos. La presencia de fenol en aguas subterrdneas también
contamina el agua potable, la que ya no se podra consumir debido a su sabor

desagradable (ATSDR, 1998).
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2.3 Efectos del Cromo (VI) y Fenol en la Salud

En México de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-041-SSA-1993,
que establece las especificaciones sanitarias del agua purificada envasada con el
fin de reducir los riesgos de transmision de enfermedades gastrointestinales y
las derivadas de su consumo, marca como el limite méximo permisible de fenol

0.001 mg-L1y del cromo 0.4 mg-L-1.

Se ha comprobado que la intoxicacién por fenol produce cefalalgias
(trastornos de dolor de cabeza, cuello y cara), trastornos gastrointestinales,
obnubilaciéon (confusion mental que impide pensar con claridad), coma,
convulsiones, hemdlisis, edema cerebral y pulmonar, provocando la muerte por
falla respiratoria o shock; también ejerce efectos teratégenos y cancerigenos
(CEHS, 2002 y Rubiano Hernandez, 2004). La Agencia Internacional de
Investigacion en Céancer (IARC) y la EPA, clasifican al cromo hexavalente como
un elemento comprobadamente cancerigeno en el humano (Téllez, 2004). Los
efectos potenciales del cromo y el fenol sobre la salud dependen de diversos
factores, como la cantidad y la forma de incorporacién del cromo y del fenol en
el organismo (Nordberg, 2003), los sintomas que se presentan pueden ser muy
variados, ya que hay apariciéon de pequefias irritaciones hasta cdncer, coma e

inclusive la muerte (Tabla 1) (ATSDR, 1998 y Figueroa-Navarrete, 1998).



TABLA'1
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TOXICIDAD DEL FENOL Y DEL CROMO (VI)

Via de Cantidad aEfectos toxicos Cantidad b Efectos toxicos del
. .. fenol del fenol Cr (VI) VI
exposicion mg L1 el feno mgL1 cromo(VI)
) -Rinitis
.Causa molestias .\
. . . . Bronquitis
digestivas  (vomitos, .
. s . Alteracion del olfato
. diarrea, pérdida de .
Inhalacién | >30 . >50 -Hemorragia nasal y
apetito). .
. perforacion del
Irrita 'y quema el tabique
tracto respiratorio. ) ! B}
-Céncer de pulmoén.
.Dolor en boca vy N
aroanta «Irritacion
galg . gastrointestinal
. Dolor abdominal o\
- Hepatitis
. Efectos sobre el
. . . .Ulcera
Ingestion >10 sistema nervioso >10 . :
gastrointestinal
central e
. Nefritis
. Aumento en la :
. . .Color amarillo de los
frecuencia cardiaca :
dientes.
.Coma y muerte.
.Se absorbe a través de
la piel provocando
efectos del
envenenamiento .Dermatitis
sistémico. .Llagas en piernas y
Piel >5 .Pueden ocurrir >10 glateos
severas quemaduras, .Ulcera de dedos,
que se pueden ufias y articulaciones
enmascarar por la
pérdida de la
sensacion al dolor.
.Pueden ocurrir
uemaduras oculares . .
(clon enroiecimiento .Pérdida de vision
Ojos °CC ) Y1 «cCc |.Quemaduras

vision borrosa.

.Puede causar dafios

severos y ceguera

profundas graves.

a ATSDR, 1998, b Figueroa-Navarrete, 1998, CCC: Cualquier Cantidad
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2.4 Técnicas Empleadas para la Remocion de Metales Pesados y Degradacion
de Compuestos Fenélicos

Existen diversos métodos tanto fisicoquimicos como biolégicos para la
eliminaciéon de compuestos toxicos. Cada uno presenta ventajas y desventajas y
en ocasiones lo mdas adecuado para su eliminacién es una combinacién de

ambos sistemas (Tabla 2).

Los tratamientos bioldgicos son mas econémicos que los tratamientos
fisicoquimicos ya que algunos de éstos ultimos presentan un gasto de energia
elevado. Otra de las ventajas de los procesos biolégicos es que son tecnologias
que son favorables al medio ambiente y en algunos de los casos no requieren de
tratamientos posteriores. Sin embargo, los procedimientos convencionales para
asegurar la biodegradabilidad de algunos compuestos tienen un valor limitado
porque las condiciones de laboratorio son diferentes respecto a las que se
encuentran en la naturaleza, por ejemplo: las concentraciones de prueba no son
reales, los organismos de prueba se han obtenido de la exposiciéon a
contaminantes y son muy diferentes a los organismos nativos, no se puede
empatar la biodegradabilidad entre las dreas primitivas y las contaminadas y los
procedimientos no son lo suficientemente flexibles para considerar el
metabolismo concurrente o el cometabolismo debido a la presencia de varios
sustratos. La ventaja de los tratamientos fisicoquimicos es que no requieren de

periodos largos a diferencia de los tratamientos biolégicos que si los requieren.
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La desventajas de los tratamientos fisicoquimicos es que probablemente se
necesiten sistemas de recuperacion adicionales y esto genera mayor costo

econdémico.

TABLA 2

VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS TRATAMIENTOS BIOLOGICOS Y
FISICOQUIMICOS DE REMOCION DE METALES PESADOS Y
DEGRADACION DE COMPUESTOS FENOLICOS

Tratamientos Ventajas Desventajas
.Son efectivos en cuanto a |.Requieren mayores tiempos de
costos tratamiento
. Son tecnologias més benéficas | - Es  necesario  verificar la
Biologicos para el ambiente . toxicidad de intermediarios y/o
. Los contaminantes | productos

generalmente son destruidos - No pueden emplearse si el tipo
.Se requiere un minimo o| de suelo no favorece el
ningun tratamiento posterior crecimiento microbiano

. Los residuos generados por
técnicas de separacién, deben
tratarse o disponerse: aumento
en costos y necesidad de
permisos

.Los fluidos de extraccion
pueden aumentar la movilidad
de los contaminantes: necesidad
de sistemas de recuperacién

. Pueden realizarse en periodos

Fisicoquimicos
cortos

Referencia: INE (2005) [en linea]
http:/ /www.ine.gob.mx/ ueajei/ publicaciones/libros/372/tecnolog.html

2.4.1 Tratamientos Fisicoquimicos para la Remocién de Metales Pesados

Los efluentes industriales se han tratado tradicionalmente mediante una
combinacién de procesos fisicoquimicos para la remocién de metales pesados

(Ruiz-Planas, 2002). Sin embargo, éstos procesos tienen varias desventajas como
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son: la remociéon impredecible del ion metalico, altos requerimientos de
reactivos, generaciéon de desechos toxicos y requieren de precauciones extremas
para su disposiciéon. Adicionalmente, no consiguen reducir la concentracién de
los metales pesados en los limites inferiores a los permitidos por la legislaciéon
(Barros et al., 2003 y TRP, 2002). Ademas éstas tecnologias, no consiguen proveer
una diferenciacion clara en su composicion, con lo cual se hace dificil reciclar o
reusar los subproductos y como consecuencia existe una problematica para su

deposicién final (Hidalgo-Hidalgo, 2004).

2.4.1.1 Precipitacion Quimica.

Tradicionalmente se ha empleado la precipitacion quimica para la
eliminacién de metales de todo tipo de aguas (Petrell et al., 2002). La eliminacién
de los metales presentes en la disolucién dependera de la solubilidad de la
especie mas soluble del metal, la cual estd en funcién del producto de
solubilidad, del pH del medio y de la concentracion de las especies

precipitantes; asi como de la separacion del sélido de la disolucién acuosa.

Estos factores hacen que la precipitacion sea poco efectiva cuando el
metal se encuentra en concentraciones muy bajas, ya que se necesita un exceso
de agente precipitante para llegar a formar un precipitado, y en muchos casos la
particula sdlida formada no tiene estabilidad suficiente para separarse de la

disolucién (Hidalgo-Hidalgo, 2004).
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2.4.1.2 Recuperacion con Disolvente.

Es una de las tecnologias de separacion més establecidas para la
eliminacion de metales contaminantes en efluentes industriales, donde las
concentraciones del contaminante son elevadas. La recuperacién con disolvente
tiene una gran aplicacién comercial en aquellos casos en los que se requiera una
separacion selectiva de iones metélicos. Consiste en poner en contacto un
disolvente organico (no polar) con la corriente de agua residual que contiene
iones metalicos, los cuales se transfieren a la fase orgédnica formando un
complejo metdlico insoluble en agua. Una desventaja de ésta tecnologia es que
requiere el empleo de grandes volimenes de agentes organicos extractantes, lo

que hace incrementar su costo (Ruiz-Planas, 2002).

2.4.1.3 Intercambio Iénico.

Se trata de un mecanismo de interaccién electrostatica, debido a las
fuerzas de atraccion de Coulomb. El intercambio iénico es una tecnologia
alternativa que se aplica cuando las concentraciones de metal en los efluentes
son bajas y el uso de membranas o la recuperaciéon con disolvente, pierden sus
ventajas y no son efectivos. Normalmente se trata de un proceso rapido y
reversible que depende en gran medida de la fuerza i6énica del agua (Hidalgo -

Hidalgo, 2004).
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2.4.1.4 Tecnologia de Membrana.

La tecnologia de membrana ha tenido una vasta aplicacion en el
tratamiento y desalinizacién a través de la osmosis inversa. En éste proceso se
aprovecha una diferencia de presion a través de la membrana para superar el
gradiente de presiéon osmotica. Bajo éstas condiciones los iones no pueden

atravesar la membrana y asi son separados del disolvente (Ruiz-Planas, 2002).

242 Tratamientos Fisicoquimicos para la Degradacion de Compuestos
Fenolicos
Se han utilizado diferentes tratamientos fisicoquimicos para eliminar
moléculas organicas, éstos tratamientos han demostrado su potencial de
eliminacién, no obstante a menudo producen otros productos finales toxicos o

bien requieren de procesamientos posteriores.

2.4.2.1 Extraccion.

En éste proceso se utiliza un solvente y se ponen en contacto dos fases
insolubles (fase acuosa y solvente), lograndose la transferencia de masa del
contaminante desde la fase acuosa hacia el solvente, por el cual el fenol tiene
gran afinidad. La extracciéon de fenoles con solventes es econémicamente
justificable cuando la concentracién es superior a 1000 mg-L-1. Las pérdidas por

solvente y la corriente fenol-solvente crean problemas adicionales de
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contaminaciéon. Después de la extraccion con solventes y la etapa de
agotamiento, los fenoles estdn todavia presentes en niveles de cientos de mg-L!

(Rubiano-Hernandez, 2004).

2.4.2.2 Degradacion Oxidativa Via Sonoelectroquimica.

Se utiliza para mejorar el rendimiento y acelerar la velocidad de reaccién
de diversas reacciones quimicas. Los efectos quimicos de ultrasonido
incrementan las posibilidades de reaccion debido a la formacion de especies
radicales altamente reactivas durante la cavitaciéon. La cavitacion en un liquido
ocurre debido al estrés inducido en éste por el paso de una onda sonora. Sin
embargo durante éste proceso los subproductos resultantes de la degradacién

de compuestos como el fenol (p-quinona) son muy téxicos (Padilla et al., 2004).

2.4.2.3 Adsorcién en Carbén Activo o Resinas de tipo Polimérico.

Los compuestos toxicos presentes en aguas de desecho y el aire se pueden
remover fisicamente al estar en contacto con carbén activado contenido en
columnas de absorcion. Una desventaja importante de éste procedimiento es
que los compuestos toxicos absorbidos al carbén o a las resinas poliméricas no
se destruyen, s6lo se remueven fisicamente de las corrientes contaminadas vy,
por lo tanto, se deben emplear otros métodos de disposiciéon como una forma

final de destruccién. La ventaja es que se lleva a cabo en condiciones
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moderadas de temperatura y presion, la clave de la economia del proceso est4

en la posibilidad de su regeneracion y reutilizacién (Serna et al., 2003).

2.4.2.4 Incineracion
La incineracién es una técnica usada para la destruccion de fenoles y de
compuestos aromaticos clorados. El fenol se destruye transformédndose en

diéxido de carbono y agua:

C,H,OH +70, - 6CO, +3H,0

Para ésta técnica se requiere de equipo costoso de alta temperatura y/o
presion, que consume grandes cantidades de energia; la EPA exige 1600°C como
temperatura de operacion para éste proceso, ya que por la combustion
incompleta de éstos compuestos se producen algunos subproductos téxicos
como las dioxinas, que requieren de una costosa depuracion antes de poder salir
a la atmoésfera. El aspecto fundamental en la economia de la incineracién de
residuos fenolicos es el combustible auxiliar, necesario para mantener la
combustioén. La incineracion catalitica puede llevarse a cabo a temperaturas mas
bajas, pero los dtomos de cloro producto de la combustiéon envenenan la

mayoria de los catalizadores, o al menos reducen su actividad (Bravo et al.,

2001).
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2.4.3 Tratamientos Biolégicos para la Remocion de Metales Pesados y
Degradaciéon de Compuestos Fenélicos

Los sistemas de tratamiento biologico son herramientas importantes en el
esfuerzo de reducir los efectos negativos de los xenobiéticos y mantenerlos a

niveles aceptables a través de la destruccion efectiva de los residuos quimicos.

Al uso de sistemas biologicos y aceleraciones bioldgicas se le llama
biorremediacion, se aplica a la capacidad que tienen algunos organismos para
degradar contaminantes del suelo y agua (Nordin, 2004). Este concepto incluye
fenémenos como la biodegradacién, dispersion, dilucion, sorcién, volatilizacion,
y/o estabilizacion quimica o bioquimica principalmente de contaminantes
(Andersson, 1999). La biorremediacion puede ser usada efectivamente para
reducir la toxicidad de los contaminantes a niveles que son adecuados para la

salud humana y al ecosistema (Mijares-Mastretta, 2003).

Aunque el tratamiento biologico del material residual orgénico haya sido
estudiado durante mas o menos un siglo, los nuevos retos en el tratamiento de
las aguas residuales, por ejemplo; el tratamiento biolégico de los productos
quimicos peligrosos y las normas mds estrictas sobre efluentes, siguen

motivando el desarrollo de procesos innovadores.
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2.4.3.1 Biosorcion

La biosorcion es un fenémeno ampliamente estudiado en la
biorremediaciéon de diversos metales pesados como el cadmio, cromo, plomo,
niquel, zinc y cobre. Utiliza polimeros naturales, llamados biopolimeros cuyas
caracteristicas funcionales les confieren la capacidad de absorber bajo
condiciones predeterminadas especies metdalicas diversas, algunos son
derivados de algas como los alginatos, poliamidas de cabellos, colageno de
tejidos 6seos o quitina y quitosan provenientes del caparazén de crustdceos. Los
microorganismos utilizados como biosorbentes, aislados a partir de ecosistemas
contaminados, retienen los metales pesados a intervalos de tiempo
relativamente cortos al entrar en contacto con soluciones de dichos metales. Esto
minimiza los costos en un proceso de remediacién, ya que no requiere el
agregado de nutrientes al sistema, al no requerir un metabolismo microbiano

activo (Vullo, 2003).

2.4.3.2 Biodegradacion

En éste proceso los microorganismos utilizan los compuestos presentes
en el agua como fuente de carbono y energia, transformandolos en biomasa, gas
carboénico y otros intermediarios. Los procesos de biodegradacién para los
efluentes fenodlicos han sido reportados desde hace algunos afios, pero debido a
su toxicidad, atn a concentraciones bajas (<200 mg-L1), pueden afectar

gravemente el proceso, inhibiendo el crecimiento microbiano o convirtiéndose
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en biocida. Los efluentes poseen algunas caracteristicas indeseables en cuanto a
turbiedad, color, salinidad y en algunos casos presentan una baja sedimentacién

del lodo (Rubiano Herndndez, 2004.).

2.5 Microorganismos Utilizados en la Remocién de Metales Pesados

La capacidad de algunos microorganismos para remover metales pesados
de una solucion mantiene como base una nueva tecnologia para la
detoxificacion de efluentes industriales (Volesky y Naja, 2005). Los
microorganismos tales como hongos, bacterias, levaduras y algas, han
demostrado tener gran capacidad de adaptarse a las condiciones ambientales
que se les presente y también tienden a tolerar altas concentraciones de metales
pesados (Vieira y Volesky, 2000). En la Tabla 3, se muestran algunos

microorganismos que han sido empleados para la remocién de metales pesados.

TABLA 3
MICROORGANISMOS UTILIZADOS EN LA REMOCION DE METALES
PESADOS
Mi i Metal € Referenci
icroorganismos eta (mg-L7) eferencia
Arthrobacter aurescens Cromo (VI) 25-1000 | Horton et al., 2006
Aspegillus niger Cromo (VI) 25 -200 Park et al., 2005
Aspergillus versicolor,
Metarrhizium anisopliae var y Plomo (II) 100 Cabuk et al., 2005
Penicillium verrucosum
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Neurospora crassa, Trichoderma
viridae, Mucor recemosus,
Rhizopus chinensis, Penicillium Cobalto 5 -850 Rashmi et al., 2004
citrinum, Aspergillus niger'y
Aspergillus flavus
Aspegillus niger Cadmio 5-10 Barros et al., 2003
Aeromonas caviae Cromo (VI) 5-50 Loukidou et al.,
2004
Aspergillus oryzae Cromo (IIT) | 120 - 1080 | Nasseri et al., 2002
Aspergillus terreus Ferro, C}‘omo 25-730 Dias et al., 2002
(VI) y Niquel
. Cadmio,
Aspergillus flavus Plomo y Zinc 150 Kok et al., 2001
Cromo (VI), Filipovic-
Aspergillus niger 405 Cobre, Niquel y| 5-20 Kovacevic et al.,
Zinc 2000
Escherichia coli ATCC 33456 Cromo (VI) 50 Shen y Wang, 1993
Pseudomonas putida Cromo (VI) 200 - 500 | Ishibashi et al., 1990
Enterobacter cloacae Cromo (VI) 100 Wang et al., 1989
Sargassum sp. Cromo (III) 92 -162 Sala—C(;)s(;;h etal,

Ci: Concentracion inicial; mg-L-1: miligramos por litro.

De acuerdo a los datos que se muestran en la Tabla 3, se puede observar
que el hongo filamentoso del género Aspergillus (Park et al., 2005; Cabuk et al.,
2005; Rashmi et al., 2004; Barros et al., 2003; Loukidou et al., 2004; Nasseri et al.,
2002; Dias et al., 2002; Kok et al., 2001 y Filipovic-Kovacevic et al., 2000) es el méas
utilizado para la remocién de metales pesados, seguido por algunas bacterias

que son capaces de remover cromo (VI) y finalmente un alga (Sargassum sp.)
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(Sala-Cossich et al., 2002) que tolera concentraciones mayores a 90 mg-L-1. Dichos
microorganismos fueron estudiados para remover cromo hexavalente y
trivalente, cadmio, fierro, cobalto, plomo, cobre, niquel y zinc a diferentes
concentraciones, entre 5 y 1080 mg-L-1. Con lo anterior, se afirma que Aspergillus
niger es capaz de tolerar concentraciones elevadas de cualquiera de éstos
metales y que puede crecer y adaptarse sin problema alguno en presencia de

cromo (VI).

2.6 Microorganismos Utilizados en la Degradaciéon de Compuestos Fenélicos

Al igual que para el caso de los metales pesados, existen
microorganismos que resisten y crecen en presencia de compuestos
recalcitrantes entre los que se encuentran: 2,4,5-triclorofenol, pentaclorofenol y

2,4,6 trinitrotolueno.

Las bacterias generalmente son los organismos més importantes que
llevan a cabo la biodegradaciéon de xenobitticos en sistemas acuaticos, pero las
levaduras y los hongos tienen una participacion importante en sistemas

terrestres (Volesky, 2003).

Para la degradacion de los compuestos aromaticos, se destacan diferentes

géneros de bacterias (Pseudomonas, Arthrobacter, Ralstonia, etc.) (Santos et al.,
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2004; Dursun y Tepe, 2005; Hao et al., 2002; Viggiani et al., 2006; Monteiro et al.,
2000, Murialdo et al., 2003 y Pakula et al., 1999), algunos géneros de hongos
tilamentosos tales como Aspergillus, Fusarium y Penicillum (Stoilova et al., 2006,
Suarez-Herrera, 2004 y Santos et al., 2004) y los hongos degradadores de lignina

como el Phanerochaete chrysosporium (Reddy y Gold, 2000) (Tabla 4).

La mayoria de los datos disponibles sobre la biodegradacion del fenol
estan basados en el cultivo de células microbianas suspendidas libres. Sin
embargo, el uso de células inmovilizadas parece ser mucho mas eficiente
debido a la resistencia celular mucho maés alta al efecto téxico del fenol y a las

variaciones en temperatura y pH.

TABLA 4
MICROORGANISMOS UTILIZADOS EN LA DEGRADACION DE
COMPUESTOS FENOLICOS
. . Compuesto Ci .
Microorganismos Fenélico (mg L) Referencia

Fenol, catecol,
Aspergillus awamori 2,4-Diclorofenol y| > 1000 Stoilova et al., 2006
2,6-dimetoxifenol

Candida tropicalis Fenol y m-cresol | 280-2000 Yan et al.,2006
Pseudomonas stutzeri Fenol 45 -750 Viggiani et al., 2006
Pseudormonas Fenol y catecol | 1000y 500 | K tal., 2005
Putida enol y cateco y umar et al.,
Ralstonia eutropha Fenol 100 Dursun y Tepe, 2005
Candida maltosa Fenol 10-20 Fialova et al., 2004

Fusarium sp., Aspergillus sp.,

Penicillium sp. y Graphium sp. Fenol 50 - 1000 Santos et al., 2004
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Arthrobacter chlorophenolicus 4-clorofenol 350 Nordin, 2004
Bacillus, Streptococos, Fenol v -4
Mycrococus, Acinetobacter, ) y > 1000 Suarez-Herrera, 2004
. diclorofenol
Klebsiella y Enterobacter
Pentaclorofenol,
. ) 2,3,5,6 -
Escherichia coli'y Pseudomona tetraclorofenol y 40 Murialdo et al., 2003
fluorescens
2,4,6-
triclorofenol
Acinetobacter species Fenol y 10 - 300 Hao et al., 2002
4-clorofenol
Candida tropicales Fenol 970 Ruiz-Ordaz et al., 2001
Phanerochaete chrysosporium PCP 200 Reddy y Gold, 2000
Pseudomonas putida Fenol 5-100 Monteiro et al., 2000
Pseudomonas fl uorescens y Fenol 60 Pakula et al., 1999
Pseudomona cepacia
Flavobacterium Pentaclorofenol 300 O'reilly i’ 9g;awford,

Ci: Concentracion inicial; mg-L-1: miligramos por litro.

2.7 Remocidén y Degradacion Simultinea de Cromo (VI) y Fenol

Investigaciones realizadas con el propésito de restaurar sitios
contaminados, han demostrado la detoxificacion biolégica del cromo a través
de la reduccién microbiana de cromo (VI) a cromo (III); siendo necesario que
haya disponibilidad de compuestos fendlicos como donadores de electrones
para la reduccién microbiana de cromo (VI). El cromo (III) es més estable y es

aproximadamente 1000 veces menos téxico que el cromo (VI) (Shen y Wang,

1995).
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El cromo (VI) y los compuestos aromaticos se descargan juntos en los
procesos industriales como la preservacion de madera, pulido y abrillantado de
metales, refinacion de petrdleo, curtido y suavizado de pieles, formulacién de
pinturas y tintas y manufactura de partes automotrices. El cromo puede estar
presente en las plantas de tratamiento de aguas residuales, aguas subterraneas,
aguas superficiales, sedimentos de rios y suelos. De ésta manera, la reduccién de
cromo (VI) y la degradacién microbiana simultdnea de contaminantes

aromaticos puede representar un proceso biolégico benéfico.

El tratamiento de efluentes contaminados con cromo (VI) utilizando
cultivos puros de bacterias requiere diluciéon del efluente a niveles mas bajos
respecto a otros materiales toxicos. La mayoria de estudios de biodegradacion
de compuestos aromaéticos recalcitrantes se han realizado en ausencia de los

efectos toxicos inhibitorios de metales pesados.

Se han realizados diversas pruebas para la remocién de cromo (VI) y
degradacion de fenol de manera simultdnea utilizando mezclas de bacterias de
los géneros Escherichia y Pseudomonas (Shen y Wang, 1995), o cultivos puros de

las mismas (Chirwa y Wang, 2000).

El metabolismo de compuestos aromaticos, particularmente el fenol y sus

derivados han sido ampliamente estudiados en microorganismos procarioticos,
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en reactores de sistema batch y en procesos continuos. Buscando mejorar la
eficiencia del proceso se han desarrollado otras variantes mediante el empleo de
reactores de pelicula fija y lecho empacado, asi como utilizando hongos
filamentosos de los géneros Fusarium, Aspergillus y Graphium, en todos éstos
estudios el fenol se metaboliz6 a través de la ruta del B-adipato por orto fisiéon

de catecol.

2.8 Biorreactores

La principal influencia en el modo de operar de los reactores biolégicos
deriva de las propiedades fisicas de los propios microorganismos. Los
biorreactores definen y controlan los factores ambientales y son por
consiguiente una eficiente manera de aprovechar las capacidades de los
sistemas biol6gicos. En condiciones normales los microorganismos requieren de
un empuje hidrodindmico muy pequefio para mantenerlos en suspension, si el
fluido circundante esta en un estado de suave agitacion los microorganismos
estaran en suspension (Andersson, 1999). Existen numerosos biorreactores con
variedad de configuraciones que presentan diferentes requisitos, los dos grupos
de reactores mas utilizados son los reactores batch y los continuos (Moo-Young,
1994). Los reactores mas empleados para la degradacién y remociéon de diversos
contaminantes son los de lecho fijo o cama empacada (Hajji et al.,1999;

Goksungur y Zorlu, 2001; Chirwa y Wang, 1997; Aksu y Gonen, 2006 y Chirwa y
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Wang, 2005) y los de lecho fluidizado (Ensuncho et al., 2005 y Andersson, 1999)

(Tabla 5).

TABLA 5

REACTORES QUE HAN SIDO EMPLEADOS PARA DEGRADACION Y/O
REMOCION DE COMPUESTOS FENOLICOS Y METALES PESADOS

Tipo de Ci T Tiempo .
Reactor Compuesto (mg-L) °C) pH (h) Referencia
.. Hayjji et
Lecho fijo Fenol 150 29 ND 48 41,1999
Columna Iones de Goksungur y
empacada Cobre 100 30 2-6 > Zorlu, 2001
Lecho Ensuncho et
Fluidizado de Fenol 20-100 | ND 6.2 8
al., 2005
tres fases
Lecho Andersson,
Fluidizado Cobre 100 30 4.25 300 1999
Lecho Chirway
empacado Cromo (VI) | 10-100 30 ND 24 Wang, 1997
Lecho Cromo (VI) Aksuy
empacado y Fenol >0 =500 2 1 2 Gonen, 2006
. . Cromo (VI) Chirwa y
Pelicula fija y Fenol 40-1800 | 30 >2 720 Wang, 2005

ND: No disponible; Ci: Concentracion inicial; T: temperatura; (h): horas; pH:
Logaritmo negativo de la concentracion de iones hidrégeno; mg-L: Miligramos
por litro.

2.8.1 Lecho Fijo o Cama Empacada

Los reactores de columna empacada son comunmente usados en la
industria e investigaciéon para separacion de moléculas, determinaciéon de la
masa molecular relativa, identificacion de sustancias o propésitos de

purificacion (Arellano, 2005). Las columnas empacadas estan constituidas por el
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recipiente y el tipo de empaque que tengan dentro que puede ser de vidrio,

silicon o plastico (Scopes, 1994).

En los reactores de lecho fijo las particulas del empaque permiten el paso
tortuoso del fluido sin separarse una de otras, esto hace que la altura del lecho y
por tanto la fracciéon de vacio en el lecho (porosidad) se mantenga constante. En
ésta etapa el fluido experimenta la mayor caida de presiéon del proceso.

(Atkinson, 1986).

En la aplicacién del proceso de sorcion/desorcion ciclica el reactor de
lecho fijo es el mas efectivo para el uso del volumen del reactor y hace uso
6ptimo del gradiente de concentracién entre el soluto sorbido por los sélidos y
el que permanece en la fase liquida. El proceso de biosorcién de metales en una
columna de lecho fijo es influenciada por tres factores importantes: el equilibrio
de sorcién, la transferencia de masa de la particula, y el patron de flujo a través

de la cama empacada.

2.8.2 Lecho Fluidizado

Se da el nombre de fluidizacién al proceso de contacto que ocurre entre
un sélido y un fluido (gas o liquido) en el cual el lecho formado por particulas
solidas finamente divididas se eleva y se agita por medio de una corriente

ascendente de fluido (Arellano, 2005). Si estd implicada una fase gaseosa
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adicional, entonces las particulas tendrdn tendencia a estar menos
uniformemente distribuidas en el lecho (Atkinson, 1986). Normalmente, existe
una fase liquida y una fase gaseosa, y una tercera fase sélida (puede ser biomasa
o substrato) sin el reactor. El propésito general es crear la mezcla permitiendo

que los gases suban a través del liquido.

Este tipo de reactor se utiliza también para la purificacion de minerales,
secado de solidos finos y absorcion de gases (Arellano, 2005).Los reactores de
lecho fluidizado tienen algunas fases diferentes para lograr la mezcla y la
transferencia de masa en el reactor (Sun y Word, 1997). Estos reactores son

usados generalmente en sistema batch.

En ambos biorreactores la recirculacion asegura una temperatura, pH y
concentraciones de substrato uniformes en el reactor, no obstante cada tipo de
biorreactor presenta ventajas y desventajas (Tabla 6); la operacion de los
biorreactores de lecho fijo es mas estable con respecto a las condiciones variables
de alimentacion y en los biorreactores de lecho fluidizado se tiene la ventaja de
que son reactores de volumen pequefio, lo cual facilita su instalacién y manejo.
Sin embargo, éstos tipos de biorreactores presentan una serie de desventajas, en
el caso de los reactores de lecho fijo es que tienen un acceso limitado al interior
del reactor, por lo consiguiente es dificil inspeccionar y controlar la acumulacién

de la biomasa y los biorreactores de lecho fluidizado tienen la desventaja de que
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la puesta en marcha es mds lenta y que el gasto de energia es alto.

Adicionalmente la principal desventaja de la fluidizacién gas-sélido consiste en

el desigual contacto del gas y el s6lido ya que la mayor parte del gas pasa a

través del lecho en forma de burbujas y s6lo hace contacto directamente con una

pequena cantidad del sélido en una delgada envoltura ubicada alrededor de la

burbuja. Una pequefia fraccién del gas pasa a través de la fase densa, la cual

contiene casi todo el sélido.

TABLA 6

VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS BIORREACTORES DE LECHO FIJO'Y

LECHO FLUIDIZADO
Biorreactor Figura Ventajas Desventajas
il |_>_> - Operacion estable .
carbonat, et . g, - No puede manejar
5, bajo condiciones .
C y Solucién iabl d suspensiones.
c“"“"“o concentrada variables e Re uiere de
000 de metal . ., -
o % 1 alimentacion. 9
9% columnas alternas.
. 000 - Se puede escalar de .
Lecho Fijo 0000 e - El escalamiento es
0808080 manera ilimitada. en  maltiplos  de
0P| Ly e | - No hay separaciéon unidades P
0000 lore de 21 PN .
<o d R0 e | s6lido/liquido. Es sensible a la
e - - Regeneracion y resion del goteo
g — 4 lavado in situ. P & '
- Pérdida y
agotamiento de la
Efluente . . SOI‘CléI‘l de la
e | - Permite el manejo articula, es menos
Entrada de metales .
sobaonde | .| (0 O de suspensiones. Efectiva ’ mas
metales ' .
! @@ - No es necesario un complica day la
1 .
! 0 pretratamiento P .
Lecho ! 0 Regeneracion limi 1 | Te8eneracion del
Fluidizado % prefminar para 14 | oo rpente.
| separacion El gasto de energia
| ——— | s6lido/liquido. & st
: concentrada para conseguir
H de metales < 1
L, 1 fluidizar el lecho es
alto.

- Se incrementa el
volumen del reactor.
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2. 9 Biosorbentes

Un factor importante en el disefio y construccion de un biorreactor
empacado es el tipo de empaque o soporte utilizado, algunos de ellos tienen la
caracteristica de sorber algunos contaminantes y éstos reciben el nombre de
biosorbentes. La inmovilizacién de microorganismos en soportes adecuados
presenta numerosas ventajas en cuanto a control y eficacia del sistema en

procesos industriales y aplicaciones medioambientales.

Existen muchos materiales biolégicos que ayudan a la remociéon de
metales pesados, pero sélo aquellos con suficiente capacidad pueden ser
considerados para uso en procesos de biosorcion a gran escala. El mayor desafio
para la biosorcion es seleccionar la biomasa mas efectiva y barata (Volesky, 2003
y Vieira y Volesky, 2000). Entre los materiales mas utilizados se encuentran los
residuos procedentes de procesos industriales, organismos facilmente
disponibles y en grandes cantidades en la naturaleza, organismos que se
reproduzcan rapidamente, especialmente cultivados para procesos de
biosorciéon. La biomasa a utilizarse debe poseer entre otras caracteristicas: una
alta capacidad de sorcién bajo condiciones de equilibrio, que las particulas de la
biomasa sean hidrofilicas y que tengan una gran porosidad y un tamafio de

particula de 0.5 - 0.15 mm para que la cinética de biosorcién sea favorable.
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Algunos soportes deben ser tratados antes de su utilizaciéon, para que
puedan utilizarse en aplicaciones a largo plazo. Los soportes mas utilizados
para la inmovilizaciéon de los microorganismos son alginato, poliuretano,
quitina y quitosan (Schmubhl et al., 2001), poliacrilamida, carbén activado y otros

compuestos orgénicos (Cafizales-Villanueva, 2000).

2.9.1 Quitosan

Meéxico es el séptimo productor de caparazén o cefalotérax de crustaceos,
a lo largo de la costa del Pacifico, en la zona costera del golfo de México y el mar
Caribe (Marquéz-Diaz, 2004). Este material es considerado y manejado en su
mayoria como un desecho ya que muchas toneladas de cabezas del crustaceo
regresan al mar cada afio, y grandes cantidades de caparazones se tiran dia a dia
en las marisquerias de todo el pais (Miranda-Castro, 2000). Estos desechos
pueden ser utilizados, transforméndolos en productos valiosos como el
quitosan, contribuyendo de ésta forma a mitigar el impacto ambiental que éstos

generan (Marmol et al., 2006).

La quitina es el componente principal del caparazén de los crustaceos,
después de la celulosa, es el segundo polimero mas abundante en el planeta
(Miranda-Castro, 2000), y su modificacion quimica da origen al quitosan

(Marquéz-Diaz, 2004 y Hidalgo-Hidalgo, 2004).
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El quitosdn se encuentra en concentraciones elevadas en el esqueleto
exterior de los crustaceos, moluscos e insectos (Ruiz-Planas, 2002). El excelente
comportamiento del quitosdn para la eliminacién de metales pesados es
atribuido a: su alto caracter hidrofilico, debido a la gran cantidad de grupos
hidroxilo que contiene, su gran nimero de grupos amino en la molécula, con
alta actividad, la estructura flexible de su cadena polimérica, haciendo de ésta

una configuracion adecuada para la adsorcién de iones metalicos.

La quitina y el quitosan tienen la estructura quimica similar (Fernandez-
Kim, 2004). La quitina estd formada por una cadenalineal de grupos de
acetilglucosamina, mientras que el quitosan es obtenido removiendo los grupos
acetilos (CH3-CO). El quitosan es un poli[p-(1—4)-2-amino-2-deoxy-D-
glucopiranosa] y su estructura ideal se muestra en la Figura 1 (Ruiz-Planas,

2002).

Figura 1. Estructura del quitosan.
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2.9.1.1 Caracteristicas del Quitosan.
El quitosdn no es téxico, es un polimero biodegradable de alto peso

molecular, y es muy similar a la celulosa (Figura 2).

H

Cellulose

BMHz

CHa20OH

Chitosan
Figura 2. Estructura de la celulosa y del quitosan (Sun, 2004).

Como se muestra en la Figura 2, la Gnica diferencia entre el quitosan y la
celulosa es el grupo amino (-NH>) en la posiciéon C-2 del quitosan, en cambio el

grupo hidroxilo (-OH) se encuentra en la celulosa.

2.9.1.2 Caracteristicas Fisicoquimicas del Quitosan.

Uno de los parametros mas importantes que tiene influencia en todas las
propiedades fisicoquimicas (peso molecular, viscosidad, solubilidad, etcétera)
del quitosan, es el grado de acetilacion. El quitosan es caracterizado de acuerdo
a éste parametro, el cual corresponde a los grupos N-acetilamina, o el grado de

deacetilacion DDA (DDA=100-DA), grupos D-glucosamina. (Ruiz-Planas, 2002).
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El peso molecular tanto del quitosdn como de la quitina varia con la
fuente de material crudo y el método de preparacion. El peso molecular de la
quitina es mas de un millén de Daltons mientras que el quitosan comercial tiene
un peso molecular de un rango de 100000 - 1200000 Daltons. La viscosidad
disminuye con el aumento de tiempo de la desmineralizacion. Mientras que la
quitina es soluble en muchos solventes organicos, el quitosan es soluble en

soluciones 4cidas con un pH menor a 6.0 (Fernandez-Kim, 2004).

2.9.1.3 Aplicaciones del Quitosan
El quitosdn es un producto de alto valor agregado que puede ser
utilizado en la industria de cosméticos, farmacéutica, agricultura, purificaciéon

de agua y recuperacién de desechos (Tabla 7) (Shepherd et al., 1997).

TABLA 7

APLICACIONES DEL QUITOSAN

Tratamiento de | Remocién de iones metélicos, floculante/coagulante,
aguas residuales | proteina, aminoacidos.

Industria Remocion de tintes, sdlidos suspendidos, conservadores,
Alimenticia condensado y gelificado, estabilizacioén del color, etc.
Medicina Curacion de heridas, control del colesterol en la sangre,

quemaduras en la piel, lentes de contacto, suturas
quirdrgicas, inhibicién de la placa dental, etcétera.

Agricultura Recubrimiento de semillas, fertilizante, liberacion de
agroquimicos controlados.

Cosméticos Cremas humectantes, faciales, para manos y cuerpo,
lociones de bafo, etcétera.

Biotecnologia Inmovilizacion de enzimas, separacion de proteinas,

recuperacion de células, cromatografia.
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2.9.2 Otros biosorbentes

2.9.2.1 Alginatos

Existen varios tipos de polisacaridos presentes en las algas pero los mas
comunes son el alginato y el fucoidan. El alginato es la sal del &cido alginico,
contiene iones K*¥, Na*, Ca?*, Mg?* que pueden ser intercambiados con los iones
metélicos, se le considera el principal componente que interviene en la
extraccion de metales. El fucoiddn es un polisacdrido que contiene grupos
sulfato, juega un papel secundario en la extraccién de metales excepto cuando se
trabaja a pH bajos. Los grupos hidroxilo también estdn presentes en ambos
polisacdridos pero son menos abundantes y su afinidad con los metales también
es menor. Aunque las algas completas y los alginatos han mostrado una gran
capacidad de sorcién, presentan un importante problema debido a su suave
consistencia y esto limita su uso efectivo en columnas empacadas (Davis et al.,

2003).

2.9.2.2 Carbén y Turba

La turba es un material complejo, formado por una matriz organica en
diferentes fases de descomposiciéon. Sus principales componentes son lignina y
celulosa, que contienen una gran variedad de grupos polares, como alcoholes,
cetonas, aldehidos, acidos y grupos fendlicos que pueden participar en los

procesos de sorcion. El principal mecanismo de sorcién es el intercambio iénico,
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aunque la adsorciéon y el acomplejamiento también pueden intervenir segtn el
valor de pH, el tipo de turba, la fuerza idnica, la concentraciéon de metal, etc.
Como ocurre con otros materiales, la turba y el carbéon pueden ser modificados
para mejorar su capacidad de sorcién. El carbén se trata con acido nitrico para
aumentar su capacidad de adsorcién, el rendimiento alcanzado puede llegar a

ser superior al de carbon activo (Babel et al., 2003).

2.9.2.3 Sorbentes Diversos.

Se han estudiado una gran cantidad de otros materiales para la extracciéon
de metales. En la mayoria de casos, materiales procedentes de diferentes
industrias o residuos agricolas abundantes, los mas importantes son: xantato,
cenizas volantes, escorias procedentes de hornos industriales, hidréxidos de
aluminio y hierro residuales procedentes de la industria de fertilizantes,
subproductos de la fabricaciéon de aluminio, residuos de la industria de
alimentos marinos, pieles de naranjas, musgo, cascarilla de arroz, aserrin, lana,

algodon, etcétera. (Davis et al., 2003 y Babel et al., 2003).



CAPITULO 3

HIPOTESIS, OBJETIVOS, METAS Y APORTACIONES

3.1. Hipétesis.

Es posible que el hongo filamentoso Aspergillus niger remueva cromo (VI)
y degrade fenol simultdneamente de efluentes liquidos sintéticos en un

biorreactor de lecho fijo.

3.2. Objetivos y Metas

3.2.1 Objetivo General

Determinar la capacidad de Aspergillus niger para degradar fenol y

remover cromo (VI) en un biorreactor de lecho fijo a escala banco.

3.2.2 Objetivos Particulares

— Evaluar individualmente la capacidad para remover Cromo (VI) y
degradar fenol en matraz Erlenmeyer de 250 mL de: Aspergillus niger,

quitosan y la combinacién de éstos.
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— Obtencion del quitosdn mediante desechos de cascara de camarén

— Evaluar las capacidades de degradaciéon y remociéon de A. niger y el
quitosan sobre la combinacién metal-fenol.

— Escalar a un biorreactor de lecho fijo el proceso de remocién biolégica de

Cromo (VI) y fenol.

3.2.3 Metas

— Determinar la capacidad de Aspergillus niger para degradar fenol en
concentraciones de 300 mg-L-1 y 800 mg-L-1.

—  Determinar la capacidad de remocién de A. niger para cromo (VI) a
concentraciones de 100 y 500 mg-L-1.

—  Determinar si la combinaciéon del hongo - quitosan es la mas indicada para
remocion de los contaminantes.

—  Determinar en cudl de los sistemas se lleva a cabo la remocién de cromo
(VI) y degradacién de fenol de manera mas efectiva, para tomarlo como
base en el escalamiento del proceso a un biorreactor de lecho fijo.

—  Realizar una escala banco de un biorreactor de lecho fijo.
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3.3 Aportaciones

Con la realizacion de ésta investigacion se pretende demostrar que
Aspergillus niger remueve concentraciones elevadas de compuestos fendlicos y
metales pesados (fenol y cromo (VI)), ya que en la bibliografia consultada éste
tipo de proceso ha sido realizado por bacterias Gram negativas y no se ha
encontrado evidencia de que un hongo filamentoso sea capaz de remover de
manera simultdnea dichos contaminantes. Ademads, se pretende aprovechar la
cascara de camarodn, ya que ésta presenta un problema de eliminacién por ser un
material de desecho que se genera en altos voltimenes, alrededor de 36000
toneladas/afno. A partir de la cdscara de camaroén se obtiene el quitosan, que es
un polimero natural que puede ser utilizado como biosorbente para remover los

contaminantes ya mencionados.

Ademas la informaciéon que se obtenga servird de base en posteriores
investigaciones del quitosan y del hongo filamentoso Aspergillus niger, asi como

de los procesos de remocién en un biorreactor de lecho fijo.



CAPITULO 4

METODOLOGIA

4.1 Ubicaciéon

La presente investigacion se llevo a cabo en las instalaciones del Centro
de Laboratorios Especializados de la Facultad de Ciencias Quimicas de la U. A.
N. L., teniendo como base de operaciones los Laboratorios de Biotecnologia y de

Anélisis Instrumental de la misma facultad.

4.2 Obtencion y Preparacién del Hongo Filamentoso Aspergillus niger

A partir de un cultivo puro de Aspergillus niger aislado en el Laboratorio
de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Quimicas se inocularon por
rasgadura 15 mL de medio de agar Czapek (Ver Apéndice Al) contenido en

cajas petri. Se incubaron 7 dias a 28°C hasta obtener esporulacién abundante.

La concentracién del inéculo se ajusté con una solucién de cloruro de
sodio al 0.85% estéril formando asi una suspensién de esporas con 1x100-1x107

conidias-mL-1, para confirmar la concentracién de esporas en la suspension, se
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determiné la densidad 6ptica a 600 nm y se realiz6é una cuenta viable, utilizando

medio de agar papa dextrosa adicionado de &cido tartarico al 1%.

Se prepararon matraces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de caldo
Czapek al 1% de sacarosa (Ver Apéndice A2) estéril, se inocularon con 1 mL de
la suspension de esporas, se incubaron a temperatura de 25°C, pH 4.7 y
agitacion de 150 rpm durante 72 horas. La biomasa que se obtuvo se utiliz6é para
empacar el biorreactor. En un experimento aparte, para determinar el peso de la
biomasa después de la incubacion el contenido de los matraces se filtr6 a través
de membranas de celulosa previamente pesadas y se secaron a 60°C por 48
horas llevandose hasta peso constante. Los experimentos se realizaron por

cuadriplicado.

4.3 Obtencion y Preparacion del Quitosan

4.3.1 Pretratamiento de la Materia Prima

Se utilizaron cascaras de camarén (Penaeus vannamei), obtenidas de una
empacadora camaronera, ubicada en el municipio de Tampico, Tamaulipas

(Figura 3).
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Se colocaron 10 kg de cascaras de camarén en 30 litros de agua a 95°C
hirviendo para remover la materia organica soluble, éste procedimiento se
realiz6 5 veces consecutivas a fin de remover el residuo afiadido a la cascara. En
seguida, se dren¢ el liquido excedente, las cascaras se colocaron en cajas de petri
y se llevaron a secar en una estufa Lab-line LC-oven Mod. 3513 a 70°C durante
48 horas para asegurar que las cascaras estén libres de agua y se puedan triturar
para formar un polvo. Las cascaras secas se trasladaron para su molienda a un
molino de circonio (Shatter) marca Rocklab modelo 1-A y las particulas
obtenidas se clasificaron por tamizado pasdndolas a través de un tamiz de
mallas de nimeros 20 (abertura de 850 um), 30 (abertura de 595 um), 40

(abertura de 425 ym) y 60 (abertura de 250 m).

4.3.2 Obtenciéon de la Quitina

El tratamiento quimico para la obtencién de la quitina se llevé a cabo

removiendo el resto de las proteinas orgénicas presentes en 10 g polvo con 200
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mL de una solucién 1.5 M de NaOH. Esta mezcla se mantiene durante 24 horas
a temperatura de 30°C. Posteriormente el polvo se lava tres veces con agua
destilada y se filtra con una bomba de vacio. Para remover el CaCO3 en un vaso
de precipitados de 250 mL se afiaden 20 mL de una solucién de HCI1 1.5 M por 1
g de polvo y se mantienen a temperatura ambiente durante 72 horas en una
campana de humos; una vez realizada la desmineralizacion, el polvo se lava y se

filtra, el polvo resultante es la quitina.

4.3.3 Obtencioén del Quitosan

Para transformar quitina en quitosan se removieron grupos acetilo por
mezclado en una relacion 1:4 con NaOH al 50% a temperaturas entre 80 y 100°C
por 2 h con agitacién constante (Figura 4). El residuo asi obtenido se lav6 hasta

neutralidad con agua destilada, se filtr6 y sec6 a 60°C en un horno por 24 horas.

Figura 4. Desacetilacion de la quitina.
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4.3.4 Comprobacion de la Presencia del Quitosan

La presencia del quitosan se comprob6 disolviendo 0.5 g del polvo en 100
mL de 4cido acético al 5%, después se neutralizé a un pH entre 6 y 7 por adicién
de 200 yuL de NaOH 1.0 M, se centrifugd a 10000 rpm durante 3 minutos.

Posteriormente se le afiadieron 100 pL de lugol.

4.4 Preparacion de los Efluente Sintéticos

Se formularon ocho efluentes sintéticos con diferente concentraciéon de
fenol y de Cr (VI), partiendo de una solucién estdndar de KCr.O7; de 1000
mg-L1 y de fenol de 5000 mg-L-1; por separado se preparé una solucién acuosa
por disolucién de NaNOs (3 g), K2HPO4 (1 g), KCI (0.5 g), FeSO4-7 H>O (0.01 g),
MgSO47 H2O (0.5 g) en 1 L de agua desionizada. La formulaciéon de los

efluentes se realiz6 de acuerdo a las cantidades que aparecen en la Tabla 8.
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TABLA 8

FORMULACION DE EFLUENTES SINTETICOS

Fenol Cromo (VI) Solucién de Concentraciones
(mL) (mL) sales (mL) resultantes de Cromo
(VI) y de Fenol
0 100 900 100 mg-L-1 de Cr (VI)
160 0 840 800 mg-L! de fenol
60 0 940 300 mg-L1 de fenol
0 500 500 500 mg-L1 de Cr (VI)
100 mg-L-1 de Cr (VI)
60 100 540 y 300 mg-L-! de fenol
100 mg-L1 de Cr (VI)
160 100 740 y 800 mg-L-1 de fenol
500 mg-L-1 de Cr (VI)
60 500 440 y 300 mg-L-! de fenol
500 mg-L1 de Cr (VI)
160 >0 340 y 800 mg-L-! de fenol

mL: mililitro; mg-L-1: miligramos por litro.

4.5 Condiciones Experimentales

Las pruebas se realizaron por triplicado para verificar la reproducibilidad
de los resultados, para ello se llevé a cabo un disefio de experimentos para

realizar las pruebas a escala batch.
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4.5.1 Condiciones de Trabajo

Las condiciones experimentales para ésta parte de la investigacion fueron
las siguientes:

1. pH=47

2. Agitacion: 150 rpm

3. Temperatura: 25°C

4. Biomasa: en forma de esférulas (3-5 mm de didmetro)

4.5.1.1 Disefio de Experimentos

El disefio de experimentos que se empled para éste proyecto es de un
disefio factorial 23, en el que se manejaron niveles altos y bajos de concentracion

de fenol, concentracién de cromo (VI) y cantidad de quitosan (Tabla 9).

Adicionalmente, se realizaron una serie de experimentos sin quitosan,
para probar la capacidad del hongo Aspergillus niger en la remocién y
degradacion de las diferentes concentraciones de cromo, fenol y las

combinaciones de éstos.
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TABLA 9
DISENO FACTORIAL 23

Nivel Nivel Corrida

Factores Inferior | Superior A B | C
(-) (+) Experimento
Concentracién 300 1 - - -
A de Fenol mg-L1 800 mg-L- > " - -
3 - + -
Concentracion 100 4 + + -
It

b de Cromo (VI) | mg-L! 500 mg-L 5 - - +
6 + - +
Cantidad de 7 - + +
¢ Quitosan 28/L 5g/L 8 + + +

mg-L1: miligramos por litro; g/L: gramos por litro.

4.6 Pruebas para la Remocion de Cromo (VI) y Degradacién de Fenol en
Matraz Erlenmeyer de 250 mL

4. 6.1 Pruebas para Remociéon de Cromo (VI)

Se colocaron 100 mL de los efluentes sintéticos de cromo (VI) de
concentraciones de 100 mg-L-! y 500 mg-L-! en matraces Erlenmeyer de 250 mL.
Se adicion¢ la cantidad de biosorbente de acuerdo a como se indica en la Tabla
10 y se mantuvieron a pH 4.7, temperatura de 25°C y velocidad de agitacién 150

rpm por un periodo de 24 horas, con intervalos de muestreo de 3 horas.




4. 6.2 Pruebas de Degradacién de Fenol

Se colocaron en matraces Erlenmeyer de 250 mL alicuotas de 100 mL de
los efluentes sintéticos conteniendo fenol con concentraciones de 300 mg-L-! y
800 mg-L-1 (Tabla 11). La adicién de biosorbente y las condiciones de incubacién

se manejaron de la misma manera que para la serie de experimentos del punto

4.6.

CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA LA REMOCION DE CROMO (VI)

TABLA 10

EN MATRAZ ERLENMEYER DE 250 mL

Concentracion Biosorbente
Experimento | de Cromo (VI) (gL)
(ng-L7)
1 100 2 g/L quitosdn
2 100 5 g/L quitosdn
3 100 1g/L A. niger
2 g/L quitosan
4 100 y1g/L A. niger
5 g/L quitosan
> 100 y1g/L A. niger
6 500 2 g/L quitosdn
7 500 5 g/L quitosan
8 500 1g/L A. niger
2 g/L quitosan
? >U0 y1g/L A. niger
5 g/L quitosan
10 500 y1g/L A. niger

mg-L1: miligramos por litro; g/L: gramos por litro.
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CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA LA DEGRADACION DE FENOL
EN MATRAZ ERLENMEYER DE 250 mL

Concentracién .
. Biosorbente
Experimento de Fenol (g/L)
(mg-L1)
1 300 2 g/L quitosan
2 300 5 g/L quitosédn
3 300 1g/L A. niger
2 g/L quitosan y
4 300 1g/L A. niger
5 g/L quitosan y
> 300 1g/L A. niger
6 800 2 g/L quitosdn
7 800 5 g/L quitosdn
8 800 1g/L A. niger
2 g/L quitosan y
K 800 1g/L A. niger
5 g/L quitosan y
10 800 1g/L A. niger

mg-L-1: miligramos por litro; g/L: gramos por litro.

4.7 Pruebas para Remocién de Cromo (VI) y Degradacion de Fenol de

Manera Simultanea

Se prepararon las muestras sintéticas adicionadas con fenol y cromo (VI),

en matraces Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 100 mL del efluente sintético

con diferentes combinaciones de concentraciones.

Las condiciones experimentales para la remocién simultanea de los

contaminantes se muestran en la Tabla 12. La cinética fue de 24 horas y se

realizaron muestreos a intervalos de 3 horas.
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Cabe mencionar que se realiz6 un experimento extra al disefio de

experimentos, esto es utilizando 1 g/L de A. niger en cada una de las

combinaciones para comparar si éste es mds efectivo para la remocién y

degradacién simultdnea que el quitosan.

TABLA 12

CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA LA REMOCION DE CROMO (VI)
Y DEGRADACION DE FENOL DE MANERA SIMULTANEA EN MATRAZ

ERLENMEYER DE 250 mL
. Velocidad | Intervalo
Concentracion de .
T de de Biosorbente
No. | Fenol y Cromo (VI) pH o e s
(mg:L) (°C) | agitacion | muestreo (g/L)
(rpm) (h)
1 3 2 g/L quitosan
2 3 5 g/L quitosan
3 300 mg-L1 de Fenol 3 1¢g/L A. niger
4 y 100 mg-L-1 de Cr 4.7 25 150 3 2 g/L quitosan
(VI y1g/L A. niger
5 3 5 g/L quitosan
y1g/L A. niger
6 3 2 g/L quitosan
7 3 5 g/L quitosan
8 300 mg-L1 de Fenol 3 1¢g/L A. niger
9 y 500 mg-L-1 de Cr 4.7 25 150 3 2 g/L quitosan
(VI y1g/L A. niger
10 3 5 g/L quitosan
y1g/L A. niger
11 3 2 g/L quitosan
12 3 5 g/L quitosan
13 800 mg-L-1 de Fenol 3 1g/L A. niger
14 y 100 mg-L-1 de Cr 4.7 25 150 3 2 g/L quitosan
(VD) y1gA. niger
15 3 5 g/L quitosan
y1g/L A. niger
16 3 2 g/L quitosan
17 3 5 g/L quitosan
18 800 mg-L-1 de Fenol 3 1g/L A. niger
19 y 500 mg-L-1 de Cr 4.7 25 150 3 2 g/L quitosan
. niger
(V) y1g/LA nig
5 g/L quitosan
20 5 y1g/L A. niger

mg:-L-1: miligramos por litro; pH: Logaritmo negativo de la concentracién de iones hidrégeno; T:
Temperatura; °C: Grados Celsius; rpm: Revoluciones por minutos; g/L: gramos por litro.
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4.8 Métodos Analiticos

4.8.1 Determinacion de la Concentraciéon del Cromo (VI).

Para determinar la concentracién de metal se empled la norma mexicana
NMX-AA-044-SCFI-2001 “Anadlisis de aguas - determinacién de cromo
hexavalente en aguas naturales, potables, residuales y residuales tratadas -
Método de prueba” (Ver Apéndice B). Esta norma es una técnica colorimétrica,
la cual consiste en determinar la presencia de cromo (VI) en aguas utilizando

difenilcarbazida.

Se filtraron 5 mL de las muestras a través de una malla de nylon de
tamafio de poro de 0.22 micrones x 13 mm de didmetro, las soluciones obtenidas
se ajustaron a un pH de 1 + 0.5 con acido sulftrico 0.2 N, después se les afiadio
0.2 mL de una solucién de difenilcarbazida; ésta se preparé pesando 0.25 g de
difenilcarbazida y se disolvi6é en 50 mL de acetona. Las muestras se colocaron en
celdas de 1 cm de paso 6ptico de luz, dejandolas reposar durante 10 minutos y
finalmente se midi6 la absorbancia en un espectrofotémetro (marca Spectronic

Instruments, modelo 20D+) a una longitud de onda de 540 nm.
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4.8.2 Determinacion de la Concentracion de Fenol.

Las muestras se filtraron a través de una malla de nylon de tamafio de
poro de 0.22 micrones x 13 mm de didmetro y se colocaron 2 mL del filtrado en
los viales de vidrio color &mbar con tapén de rosca. Se prepard una solucion de
metanol-agua en una proporcién de 60:40 (fase de lavado) y una solucién de
metanol-agua-dcido acético en una proporcion de 60:40:1 (fase de
acondicionamiento o movil), todas las soluciones de grado HPLC
(Cromatografia liquida de alta resolucion). Para llevar a cabo la desgasificacion

de los solventes se utilizé6 una bomba de vacio y con agitaciéon constante.

La concentraciéon de fenol se determiné por la técnica de cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC), se procedi6 a inyectar la fase de lavado para
que pasara a través de la columna Hypersil ODS C18 (Supelco®) de 250 mm x
4.6 mm. El flujo de inyeccion fue de 0.80 mL/min durante 30 minutos, con la
finalidad de retirar los residuos de las muestras previamente inyectadas.
Después se inyect6 la fase de acondicionamiento durante 15 minutos a un flujo
de 0.80 mL/min. El tiempo de lectura de cada muestra fue de 10 minutos a una
longitud de onda de 278 nm. Una vez terminada la lectura de las muestras, la

columna se lavé nuevamente durante 30 minutos al mismo flujo de inyeccion.
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483 Separacion de Fenol del Cromo (VI) para la Determinaciéon de su
Concentracion.

Se requiri6 separar el fenol del cromo (VI) para su medicién, ya que la
combinacién de ambos puede dafiar la columna Hypersil ODS del equipo de
HPLC. Para esto se necesité remover el cromo (VI) con nitrato de plata (AgNOs)
0.01 M. Se tomaron 5 mL de las muestras que contenian cromo y fenol, y se les
afladié 2 mL de AgNO;, formandose un precipitado, el cual se centrifugé a 5000

rpm durante 5 minutos. Al sobrenadante resultante, se le afiadié nuevamente 2

mL de AgNO:s.

4.9 Remocion y Degradacion Simultinea de Cromo (VI) y Fenol en un
Biorreactor Empacado

De acuerdo a los resultados obtenidos del disefio de experimentos a nivel
matraz, se eligié trabajar con las esférulas de Aspergillus niger, como material
sorbente para continuar con los experimentos de remocién de cromo

hexavalente y fenol en el biorreactor empacado.

4. 9.1 Descripcion del Biorreactor

El biorreactor esta formado por una columna de vidrio con un didmetro
interno de 20 mm y una altura de 150 mm; en la parte inferior interna de la
columna se colocé un filtro de vidrio poroso abierto de un didmetro de 20 mm.

Para mantener las condiciones de asepsia requeridas en los experimentos, la
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parte superior de la columna se sell6 con un tapén de pléstico. La columna
cuenta con una pared doble de vidrio que tiene la finalidad de controlar la
temperatura interna de la columna mediante el flujo de una corriente de agua

(Figura 5).

Figura 5. Columna de vidrio (Biorreactor de lecho fijo).

4.9.2 Condiciones Experimentales del Biorreactor Empacado

La columna empacada con esférulas de Aspergilus niger de 3 mm de
didmetro, se conect6 a una bomba peristéltica para controlar la velocidad de
flujo del efluente, la cual fue de 38.08 mL/min. Se emple6 1 L del efluente
sintético (combinaciones de Cromo VI y Fenol), el cual se recirculé por 10.5
horas tomando muestras cada 1.5 horas, para después determinar la
concentracion del influente. La temperatura que se manejo fue de 25°C y el pH

de4.7.



CAPITULO 5

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Crecimiento del Hongo

Los hongos filamentosos al compararse con otros grupos microbianos
tienen la capacidad de tolerar altas concentraciones de metales y de compuestos
fenolicos (Nasseri et al, 2002; Suarez- Herrera, 2004) debido a mecanismos
fisicoquimicos y biologicos de enlace de metales con los componentes de su

pared celular y por la gran cantidad de enzimas degradativas que poseen.

En la presente investigacion se obtuvo un abundante crecimiento del
Aspergillus niger formandose esférulas de color amarillo. Las esférulas
alcanzaron un didmetro aproximado de 3 a 5 mm después de 72 horas de

incubacién (Figura 6).
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Figura 6. Esférulas del hongo Aspegillus niger.

En la literatura consultada, se menciona que las estructuras hifales y la
formacion de esférulas incrementan el drea de contacto de Aspergillus niger con
el medio que lo rodea (Filipovi¢-Kovaevi¢ et al., 2000), favoreciendo la

degradacién y remocién de los contaminantes presentes en el mismo.

5.2 Comprobacion de la Presencia del Quitosan

En el presente trabajo de investigacion el quitosan se prepar¢ a partir de
la cascara de crustaceos siguiendo el procedimiento descrito en el Capitulo 4
(4.3). El tamafio de las particulas de quitina obtenidas de las cascaras de
camarén después de haber sido lavadas, secadas y molidas, fue de

aproximadamente 250 ym (Figura 7).
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Figura 7. Polvo de cascara de camarén.

Para transformar la quitina a quitosan se requirié de una desacetilacion
con NaOH y se pudo comprobar que se llevé a cabo dicha transformacion ya
que el polvo obtenido del procesamiento de la cédscara de camarén se torné a
color parpura después de la adicién de lugol, debido a que en la estructura de la
hélice de la molécula del quitosan, Is- tendra un bajo nivel de energia y no se

removerd a I, lo que demuestra que hay presencia de quitosan (Figura 8).

Figura 8. Comprobacién de presencia de quitosan.
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5.3 Remocién de Cromo (VI) en Matraz Erlenmeyer de 250mL

5.3.1 Remocién de 100 y 500 mg-L-1 de Cromo (VI)

Los experimentos fueron realizados en matraces Erlenmeyer de 250 mL,
utilizando 100 mL de efluente adicionado con: 2 g/L de quitosan, 5 g/L de
quitosan, 1 g/L de A. niger y la combinacién de éstos para remover 100 y 500

mg-L-1 de cromo (VI), a pH 4.7, 25 °C, 150 rpm.

La Figura 9(a) representa la cinética de remocién de 100 mg-L-! de cromo
(VI) de acuerdo a los biosorbentes utilizados. Los valores de remocién mas bajos
son los obtenidos para los experimentos en donde se utiliz6 el quitosdn de 2 g/L

(A-1) y 5 g/L (B-1) y la combinacién hongo-quitosédn (D-1y E-1).

Para el experimento A-1 (2 g/L de quitosdn) a las 6 horas de incubacién
se observa una remocién del 10.5% de Cr (VI) y después de 24 horas el sistema
s6lo removid un 35.77% de Cr (VI). Como puede observarse en la Figura 9(a), el

experimento B-1, tiene un comportamiento similar al experimento A-1.
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Figura 9. Remocién de cromo (VI): (a) 100 mg-L1 y (b) 500 mg-L-1.

Nota. A-1: 2 g/L de Quitosan; B-1: 5 g/L de Quitosan; C-1: 1 g/L Aspergillus
niger; D-1: 1 g/L A. niger y 2 g/L de Quitosan; E-1: 1 g/L A. niger y 5 g/L
de Quitosan.
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La prueba en donde se utiliza A. niger (C-1) (Figura 9(a)) se observa que, a
las 24 horas se alcanza una remocién de cromo (VI) del 100%. Por otra parte, en
las primeras 3 horas del experimento utilizando la combinacién de A. niger con
quitosan (D-1 y E-1) se obtiene que los porcentajes de remocién son similares a
la obtenida con el A. niger solo. Sin embargo, conforme avanza el tiempo de
incubacion, la remocién es menor para el caso del sistema adicionado con la
cantidad mayor de quitosan alcanzdndose el 100% de remocién a las 18 horas

(Tabla 17 Apéndice C 1).

La Figura 9(b) representa la remocién de 500 mg-L1 de cromo (VI) en un
periodo de 24 horas, en donde se observa que no existe una diferencia
significativa entre utilizar 2 6 5 g/L de quitosan ya que a las 24 horas hubo una
remocion del 27.6% en A-1 y 24.1% en B-1. En las primeras 6 horas del
experimento del sistema C-1 (A. niger) se obtuvo una remocién del 39% de Cr
(VI), y a las 24 horas la remocién fue del 82.78%, el cual es 3 veces superior al
obtenido con el quitosan solo. En lo que respecta a las pruebas D-1 y E-1, se
observa que, el quitosan no contribuye significativamente al porcentaje de

remocién con respecto a los experimentos de A. niger solo (Tabla 17 del

Apéndice C1).

Algunos investigadores han utilizado diferentes tipos de microorganismos

para remover Cr (VI), destacando el empleo de hongos filamentosos del género
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Aspergillus y bacterias del género Pseudomonas; las condiciones en que se
llevaron a cabo los experimentos denotan resultados distintos a los obtenidos en
la presente investigacion, tal es el caso de Park et al., (2005), quienes utilizaron 10
g/L de biomasa muerta de Aspergillus niger a concentraciones de 50 mg-L1 de
cromo (VI), obteniendo una remocién total del metal después de 100 horas.
Filipovic-Kovacevic et al., (2000) que utilizé Aspergillus niger 405 para remover
cromo (VI), cobre, niquel y zinc a concentraciones de 5 a 20 mg-L1, los
resultados mostraron que después de 10 horas hubo una remocién de
aproximadamente el 80% de cada metal. Dias et al., (2002), realizaron una
investigaciéon para remover concentraciones de 25 a 730 mg-L-! de Fierro, cromo
(VI), niquel y zinc, utilizando el hongo Aspergillus terreus, en una cinética de 142
horas se alcanz6 una remocién del 75% de cada uno de los metales. En 1990,
Ishibashi et al., utilizaron Pseudomonas putida para remover cromo hexavalente a
concentraciones de 200 mg-L-1 a 500 mg-L-1, obteniendo como resultado que ésta

bacteria es capaz de remover un 85% del metal después de 36 horas.

De acuerdo a los datos anteriores comparados con los resultados
obtenidos en la presente investigacion, éstos tiltimos son mejores con respecto al
tiempo empleado en el proceso, ya que en tan s6lo 24 horas, se obtiene una
remocién del 100% de Cr (VI) utilizando concentraciones 10 veces menores de
inéculo de Aspergillus niger (C-1) y concentraciones mayores de Cr (VI) a las

reportadas en la literatura (100 mg-L-1 y 500 mg-L-1 de Cr (VI)).
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5.4 Degradacion de Fenol en Matraz Erlenmeyer de 250 mL

5.4.1 Degradacion de 300 y 800 mg-L-! de Fenol.

Las pruebas realizadas para la remocién de fenol al igual que para cromo
(VI), se llevaron a cabo con las mismas condiciones de cultivo en matraces
Erlenmeyer de 250 mL y con 100 mL de medio, de acuerdo a lo mencionado en
la seccién 5.3.1. La variante para ésta serie de experimentos es que se utilizaron

concentraciones de fenol de 300 mg-L-1 y 800 mg-L1, en lugar de Cr (VI).

En la Figura 10(a), se observan los resultados obtenidos para la
degradacion de fenol (300 mg-L1), con los diferentes biosorbentes durante 24
horas. Como puede apreciarse, después de 24 horas de incubacion los sistemas
que contienen quitosan (A-2 y B-2) degradan entre 30.19% y 42.83% de fenol, la
mezcla quitosan - Aspergillus niger (D-2 y E-2) degrada 68.81% a 72.60%, el cual
es dos veces superior al quitosan solo, y la mayor degradaciéon de fenol se
presenta en el sistema donde se utilizé el hongo filamentoso (C-2) obteniéndose

92.02% de degradacion (Tabla 18 Apéndice C 2).
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(@) Degradacion de 300 mg-L'1 de Fenol
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Figura 10. Degradacion de Fenol: (a) 300 mg-L-1 y (b) 800 mg-L-1.

Nota. A-2: 2 g/L de Quitosan; B-2: 5 g/L de Quitosén; C-2: 1 g/L Aspergillus
niger; D-2:1 g/L A. niger y 2 g/L de Quitosan; E-2: 1 g/L A. niger y 5 g/L
de Quitosan.
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En la Figura 10(b), se observan los resultados obtenidos en la degradacién
de 800 mg-L!1 de fenol, después de 24 h de experimentacién, los sistemas
conteniendo 2 g/L (A-2) y 5 g/L (B-2) de quitosan degrada 28.92% y 41.70% de
fenol, respectivamente. Con respecto al hongo A. niger (C-2) degradé un 74.3%
de fenol en 24 horas, la mezcla quitosan - Aspergillus niger, D-2 y E-2, degrada

61.17% y 69.89% de fenol, respectivamente (Tabla 18 Apéndice C 2).

Con base en la bibliografia consultada se considera que el hongo
Aspergillus niger empleado en el presente proyecto tiene ventajas frente a otros
microorganismos que se han probado para degradacién de fenol, tal es el caso
de las investigaciones realizadas por Santos et al., 2004 donde utilizaron un
grupo de hongos filamentosos (Fusarium sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. y
Graphium sp.) para degradar fenol con concentraciones de 50 a 400 mg-L-1, éstos
hongos degradaron aproximadamente un 80% de la concentracion de fenol
inicial en 72 horas, arriba de éstas concentraciones la degradacion se llevé a cabo
después de 168 horas de incubaciéon. En 2006, Viggiani et al., utilizaron
Pseudomonas stutzeri para degradar fenol con concentraciones de 45 a 750 mg-L-1
en una cinética de 160 horas; el resultado que obtuvieron fue una degradacién
del 90% de fenol para ambas concentraciones. Yan et al,(2006) emplearon la
levadura Candida tropicalis para degradar Fenol y m-cresol con concentraciones
de 280 a 2000 mg-L- respectivamente, teniendo como resultado una degradacion

del 100% en un periodo de 80 horas.
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Comparando los resultados obtenidos en el presente trabajo con los datos
de la literatura consultada, se puede observar que en el primero, existe una
mejora en el tiempo de proceso para degradar el fenol, mostrando que
Aspergillus niger presenta mayor porcentaje de degradacion (para 300 y 800
mg-L1 de fenol). Utilizando el quitosan se obtiene una cinética mas lenta,

ademas no existe un efecto significativo e incluso hay inhibicién paralela.

5.5 Remocién y Degradacion Simultinea de Cromo (VI) y Fenol en Matraz
Erlenmeyer de 250 mL

5.5.1 Remocién y Degradaciéon Simultdnea de 100 mg-L1 de Cromo (VI) y 300
mg-L1 de Fenol en Matraz Erlenmeyer de 250 mL.

Al comparar los resultados obtenidos en los experimentos en que se
probaron al quitosédn y A. niger frente a 100 mg-L-! de cromo (VI) 6 300 mg-L-1 de
tfenol (Figuras 9(a) y 10(a)) con los experimentos utilizando 100 mg-L-1 de cromo
(VI) y 300 mg-L! de fenol en el mismo sistema (Figuras 11 (a) y (b)), se puede
observar que hay un incremento en la remocién de cromo (VI) en los sistemas
A-3y B-3 (2y 5 g/L de quitosadn) en un 10.71% y 21.09% respectivamente. Por
otra parte, los sistemas C-3 (A. niger), D-3 y E-3 (combinacién hongo-quitosan)
tienen practicamente los mismos valores que los sistemas C-1, D-1 y E-1. En
cuanto a la eliminacién de fenol (Figura 11(a)), el sistema A-3 muestra un
incremento del 2.7% respecto al A-2, y el experimento C-3 un incremento de un

8% comparado con el sistema C-2 (Tabla 19 Apéndice C 3).
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Figura 11. Remocién y degradacion simultidnea de 100 mg-L-! de cromo (VI) y

300 mg-L1 de Fenol: a) Medicién del Cr (VI), b) Medicién de fenol.

Nota. A-3: 2 g/L de Quitosan; B-3: 5 g/L de Quitosén; C-3: 1 g/L Aspergillus
niger; D-3:1 g/L A. niger y 2 g/L de Quitosén; E-3: 1 g/L A. niger y 5 g/L

de Quitosan.
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5.5.2 Remocién y Degradaciéon Simultdnea de 100 mg-L1 de Cromo (VI) y 800
mg-L-1 de Fenol en Matraz Erlenmeyer de 250 mL.

De acuerdo a los resultados que se muestran en las Figuras 12(a) y 12(b)
puede apreciarse que los sistemas compuestos de quitosan y Aspergillus niger
proporcionan una remociéon superior a los que solo contienen quitosan.
Adicionalmente comparando los resultados obtenidos en los experimentos de
100 mg-L! de cromo (VI) y 800 mg-L-1 de fenol por separado (Figuras 9(a) y
10(b)) y los experimentos con 100 mg-L-1 de cromo (VI) y 800 mg-L-! de fenol en
el mismo sistema (Figuras 12 (a) y (b)), no hay una diferencia significativa de
remocioén de cromo (VI) en los sistemas C-4 (A. niger), D-4 y E-4 (combinacién
quitosan-hongo). El sistema B-4 (5 g/L de quitosdn) muestra un incremento en
remocion del 25% con respecto al B-1. En los sistemas C-4, D-4 y E-4, con
respecto al fenol (Figura 12(b)), se observé un incremento de fenol del 12.13%,

15.23 y 14.36%, con respecto a los sistemas en donde se utilizaba solamente el

fenol (C-2, D-2 y E-2 de la Figura 10(b)) (Tabla 20 Apéndice C 4).
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Figura 12. Remocién y degradacion simultanea de 100 mg-L-! de cromo (VI) y

800 mg-L1 de Fenol: a) Medicion del Cr (VI), b) Medicién de fenol.

Nota. A-4: 2 g/L de Quitosan; B-4: 5 g/L de Quitosan; C-4: 1 g/L Aspergillus
niger; D-4: 1 g/L A. niger y 2 g/L de Quitosan; E-4: 1 g/L A. niger y 5 g/L

de Quitosan.
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5.5.3 Remocién y Degradaciéon Simultdnea de 500 mg-L1 de Cromo (VI) y 300

mg-L-1 de Fenol en Matraz Erlenmeyer de 250 mL.

Los resultados obtenidos de la remocién y degradacion simultanea de 500
mg-L1 de cromo (VI) y 300 mg-L-1 de fenol (Figuras 13(a) y 13(b)), muestran que
la remocién de cromo (VI) en el sistema C-5 (Aspergillus niger) es el mejor de los
5 sistemas probados, lograndose una remocién de 97.85% después de 24 horas
de incubacién, lo cual es aproximadamente 2.5 veces superior a los
experimentos A-5 (2 g/L quitosén) y B-5 (5 g/L de quitosan). Para los sistemas
de Aspergillus niger adicionados con quitosan D-5 y E-5 tienen un
comportamiento muy similar entre si, con una remocién de cromo inferior (9.3%
a 10.18%) a la obtenida en los experimentos con 500 mg-L-! de cromo (VI) sin

presencia de fenol.

De acuerdo a los resultados obtenidos en ésta serie de experimentos la
degradacion de fenol (Figura 13 (b)) después de 24 horas de incubacion, se dio
en el siguiente orden: C-5 > E-5 > D-5 > B-5 > A-5 que corresponde a 100%,
73.10%, 68.137%, 44.95% y 30.55% respectivamente (Tabla 21 Apéndice C 5). Por
lo tanto se demuestra que la presencia de quitosdn inhibe parcialmente la

degradacién de fenol por el microorganismo.
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(a) Remocioén de 500 mg-L" de Cr (VI) y degradacién de 300 mg-L™
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Figura 13. Remocién y degradacion simultdnea de 500 mg-L-! de cromo (VI) y
300 mg-L-1 de Fenol: a) Medicién del Cr (VI), b) Medicién de fenol.

Nota. A-5: 2 g/L de Quitosan; B-5: 5 g/L de Quitosédn; C-5: 1 g/L Aspergillus
niger; D-5:1 g/L A. niger y 2 g/L de Quitosén; E-5: 1 g/L A. niger y 5 g/L
de Quitosan.
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5.5.4 Remocién y Degradaciéon Simultdnea de 500 mg-L1 de Cromo (VI) y 800
mg-L-1 de Fenol en Matraz Erlenmeyer de 250 mL.

Las Figuras 14(a) y 14(b) muestran los resultados obtenidos de la cinética

de remocién de 500 mg-L-1 de cromo (VI) y degradaciéon de 800 mg-L-! fenol con

diferentes biosorbentes (quitosan y A. niger). La duracion de la cinética fue de 24

horas con intervalos de tiempo de 3 y 6 horas.

En la Figura 14(a) se observa que A-6 (2 g/L quitosdn) y B-6 (5 g/L
quitosan) tienen un comportamiento muy similar y C-6 (A. niger) se aprecia que
a las 24 horas existe una cantidad minima de concentraciéon de cromo (VI) de 23
mg-L1. Los experimentos D-6 y E-6 (combinacién quitosdn - hongo) a las 6
horas hay una diferencia significativa pero conforme pasa el tiempo (18 horas)

se observa que tienen concentraciones similares.

En el caso del fenol (Figura 14(b)) no existe gran diferencia en C-6, D-6 y
E-6 ya que la concentracién presente a las 24 horas oscila entre el 16 al 26% de
fenol, con respecto a la concentraciéon inicial. Mientras que para A-6 la
degradacion fue de menos del 26% de fenol a las 24 horas y para B-6 estd
presente el 59% de fenol con respecto a la concentracion inicial (Tabla 22

Apéndice C 6).
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(a) Remocioén de 500 mg-L" de Cr (VI) y degradacién de 800 mg-L™
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Figura 14. Remocién y degradacion simultdnea de 500 mg-L-! de cromo (VI) y
800 mg-L1 de Fenol: a) Medicién del Cr (VI), b) Medicion de fenol.

Nota. A-6: 2 g/L de Quitosan; B-6: 5 g/L de Quitosan; C-6: 1 g/L Aspergillus
niger; D-6:1 g/L A. niger y 2 g/L de Quitosén; E-6: 1 g/L A. niger y 5 g/L
de Quitosan.
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5.6 Remociéon y Degradaciéon Simultanea de Cromo (VI) y Fenol en un
Biorreactor de Lecho Fijo

Con base en los resultados obtenidos en los experimentos realizados en el
reactor agitado, se lleg6 a la conclusiéon de que el mejor biosorbente es el hongo
Aspergillus niger, ya que tolera condiciones ambientales extremas y resiste altas
concentraciones de metales pesados y compuestos aromaticos. En los estudios
de columna empacada, se prepararon 4 soluciones sintéticas y se probaron por
separado. Las columnas se empacaron con esférulas del hongo filamentoso
Aspergillus niger. Las condiciones utilizadas fueron las siguientes: pH 4.7,
temperatura 25°C, la solucion sintética fue recirculada a una velocidad de flujo
de 38.08 mL-min -1. Las muestras fueron tomadas en un intervalo de 1.5 horas

durante 10.5 horas.

Las soluciones sintéticas utilizadas en éste estudio fueron:
100 mg-L-! cromo (VI) y 300 mg-L-! fenol
100 mg-L-* cromo (VI) y 800 mg-L-! fenol
500 mg-L-! cromo (VI) y 300 mg-L-! fenol

500 mg-L-* cromo (VI) y 800 mg-L-! fenol



78

5.6.1 Remocién y Degradaciéon Simultdnea de 100 mg-L1 de Cromo (VI) y 300
mg-L-1 de Fenol Utilizando A. niger en un Biorreactor de Lecho Fijo.

La Figura 15 muestra que A. niger es un buen biosorbente para remover
tanto el cromo (VI) y el fenol, ya que a partir de las primeras 1.5 horas se
observa una disminucién del 41% en el caso del cromo (VI) y una degradacién
de fenol de 7.3%. A las 6 horas se observa que existe una muy significativa
remocién del metal alcanzandose una concentracién en la solucién de 5 mg-L-!
de cromo (VI) y una concentraciéon presente de fenol de 72.55 mg-L-1. A partir de
las 7.5 horas, el cromo (VI) fue eliminado totalmente de la soluciéon y la
concentraciéon del fenol disminuye degradando el 83% quedando asi la
concentraciéon de 49.90 mg-L-1. Finalmente, a las 10.5 horas (tltimo muestreo) el

fenol ha sido totalmente eliminado de la solucion (Tabla 23 Apéndice C 7).

Remocioén de 100 mg-L" de Cr (VI) y degradacién de 300 mg-L™
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Figura 15. Remocién y degradacion simultdnea de 100 mg-L-1 de Cr (VI) y
degradacién de 300 mg-L-! de Fenol en un biorreactor de Lecho Fijo.
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5.6.2 Remocién y Degradaciéon Simultdnea de 100 mg-L1 de Cromo (VI) y 800
mg-L-1 de Fenol Utilizando A. niger en un Biorreactor de Lecho Fijo.

En la Figura 16 se observa que durante las primeras 1.5 horas A. niger
remueve un 37% del cromo (VI) inicial y alrededor del 22% de fenol. A las 7.5
horas ya no se observa la presencia de cromo (VI), mientras tanto la
concentracién del fenol sigue disminuyendo (71.6% de degradacién), hasta que
a las 10.5 horas la presencia de fenol es del 13% con respecto a la concentraciéon

inicial del fenol (Tabla 24 Apéndice C 8).
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Figura 16. Remocién y degradacién simultanea de 100 mg-L-1 de Cr (VI) y
degradacion de 800 mg-L-! de Fenol en un biorreactor de Lecho Fijo.
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5.6.3 Remocién y Degradaciéon Simultdnea de 500 mg-L1 de Cromo (VI) y 300
mg-L-1 de Fenol Utilizando A. niger en un Biorreactor de Lecho Fijo.

En la Figura 17 se muestra una ligera disminucién en la primera 1.5 horas
del 12% para el cromo (VI) y para el fenol del 23.5%. A las 6 horas se observa
que la concentracién del cromo (VI) es de 313 mg-L-, en el caso del fenol
degrad6 un 77% de la concentracion inicial. A partir de las 9 horas se observa el
100% de eliminacién de fenol y el cromo un 62% de remocién, a las 10.5 horas
existe un 31% de cromo (VI), es decir, la concentraciéon del cromo fue de 160

mg-L1 al final del experimento (Tabla 25 Apéndice C 9).

Remocion de 500 mg:L™" de Cr(VI) y degradacion de 300 mg-L™
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Figura 17. Remocién y degradacion simultdnea de 500 mg-L-1 de Cr (VI) y
degradacion de 300 mg-L-1 de Fenol en un biorreactor de Lecho Fijo.
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5.6.4 Remocién y Degradaciéon Simultdnea de 500 mg-L1 de Cromo (VI) y 800
mg-L-1 de Fenol Utilizando A. niger en un Biorreactor de Lecho Fijo.

La Figura 18, muestra que la concentracién de cromo (VI) a las 3 horas se
redujo un 14% y en el caso del fenol la concentracién era de 555.07 mg-L1, es
decir, un 30% menos. A las 6 horas la concentracién del cromo (VI) fue de 298.37
mg-L-1 y la concentracion de fenol de 291 mg-L-1, un 40% y 63% respectivamente.
Después de 9 horas de haber comenzado la cinética la concentracién del cromo
disminuy6 mas de un 50% y en el caso del fenol disminuy6 aproximadamente
un 82%. Al final del experimento la concentracion del fenol era de 89.89 mg-L1y

la concentracion del Cr (VI) de 171.4 mg-L-1 (Tabla 26 Apéndice C 10).

Remocioén de 500 mg-L" de Cr (VI) y degradacién de 800 mg-L”

de Fenol
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Figura 18. Remocién y degradaciéon simultanea de 500 mg-L-1de Cr (VI) y
degradacién de 300 mg-L-! de Fenol en un biorreactor de Lecho Fijo.
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Tomando en cuenta los resultados que se presentan en las Tablas 13, 14,
15 y 16 tenemos lo siguiente: el porcentaje de remocién de 100 mg-L! de cromo
y degradaciéon de 300 mg-L-1 de fenol (Tabla 13) son mayores en el biorreactor
que en matraces Erlenmeyer de 250 mL ya que a las 9 horas se alcanza 100% de
remocion de cromo en el biorreactor y un 81.39% en los matraces Erlenmeyer y

una degradacién de fenol de 95.05% y 68.31% respectivamente.

TABLA 13

REMOCION DE 100 mg-L1DE Cr (VI) Y DEGRADACION DE 300 mg-L1 DE
FENOL EN MATRAZ ERLENMEYER DE 250 mL Y EN BIORREACTOR DE

LECHO FIJO
% de Remocién y % de Remocion y
Horas Degradaciéon en Matraz Degradacion en Biorreactor
Erlenmeyer 250 mL de Lecho Fijo
Cromo (VI) Fenol Cromo (VI) Fenol
0 0 0 0 0
3 26.230 26.647 58.066 50.369
6 53.401 38.067 95.112 75.816
9 81.398 68.319 100 95.054

(%): Porciento de remocion y/o degradacion

Al igual que en el sistema anterior, para la serie de experimentos
realizados para remociéon de 100 mg-L-1 de cromo y degradacion de 800 mg-L-1
de fenol (Tabla 14) los resultados obtenidos demuestran que el Aspergillus niger
en el biorreactor empacado a las 9 horas de operacion alcanzé valores superiores
en un 37.43% de remocioén de Cr (VI) y 29.26% de degradacién de fenol, con

respecto a los experimentos realizados en matraces.
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TABLA 14

REMOCION DE 100 mg-L! DE Cr (VI) Y DEGRADACION DE 800 mg-L1 DE
FENOL EN MATRAZ ERLENMEYER DE 250 mL Y EN BIORREACTOR DE

LECHO FIJO
% de Remocion y % de Remocion y
Horas degradacién en matraz degradacion en biorreactor de
Erlenmeyer 250 mL Lecho Fijo
Cromo (VI) Fenol Cromo (VI) Fenol
0 0 0 0 0
3 18.088 14.853 56.2081 32.98
6 39.992 31.943 89.77 58.22
9 62.578 47.510 100 76.77

(%0): Porciento de remocién y/o degradacion

Contrario a los casos anteriores, para el sistema 500 mg-L-1 de cromo y
degradaciéon de 300 mg-L1 de fenol (Tabla 15) se muestra que existe un mayor
porcentaje de remocién de cromo en matraces Erlenmeyer que en el biorreactor,
ya que a las 9 horas del experimento se observa que la remocién de cromo en el
matraz es de 85.5% y la remocién en el biorreactor es de 62.09%. En el caso de
fenol muestra un comportamiento diferente a los experimentos realizados en el
biorreactor empacado ya que presenta mayor degradacién (100%) con respecto a

nivel matraz (57%).

Los resultados de la Tabla 16 muestran que a las 9 horas no hay una
diferencia marcada en la remocién de cromo entre el biorreactor y los matraces,
ya que en el biorreactor de lecho fijo se obtiene 3.7% mas de remocién que en

matraz Erlenmeyer. Con respecto a la degradacion de fenol si hay diferencia, en



84

el biorreactor empacado con el Aspergillus niger, a las 9 horas del experimento se
obtiene una degradacion del 81.9% y en los matraces 31.28% (una diferencia de

50.6%).

TABLA 15

REMOCION DE 500 mg-L1DE Cr (VI) Y DEGRADACION DE 300 mg-L1 DE
FENOL EN MATRAZ ERLENMEYER DE 250 mL Y EN BIORREACTOR DE

LECHO FIJO
% de Remocion y % de Remocion y
Horas degradacion en Matraz Degradacién en Biorreactor
Erlenmeyer 250 mL de Lecho Fijo
Cromo (VI) Fenol Cromo (VI) Fenol
0 0 0 0 0
3 31.653 25.78 21.29 53.01
6 78.602 35.14 37.79 77.04
9 85.529 57.87 62.09 100

(%): Porciento de remocién y/o degradacion

TABLA 16

REMOCION DE 500 mg-L1DE Cr (VI) Y DEGRADACION DE 800 mg-L1 DE
FENOL EN MATRAZ ERLENMEYER DE 250 mL Y EN BIORREACTOR DE

LECHO FIJO
% de Remocion y % de Remocion y
Horas degradacion en Matraz Degradacién en Biorreactor
Erlenmeyer 250 mL de Lecho Fijo a
Cromo (VI) Fenol Cromo (VI) Fenol
0 0 0 0 0
3 10.40 17.02 14.14 30.58
6 27.27 23.85 40.61 63.52
9 56.10 31.28 59.87 81.96

(%): Porciento de remocién y/o degradacion
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Los resultados obtenidos en el biorreactor de lecho fijo con Aspergillus
niger para las muestras sintéticas de: (a) 100 mg-L-! cromo (VI) con 300 mg-L1
tfenol, (b) 500 mg-L-1 cromo (VI) con 300 mg-L-! fenol, (c) 100 mg-L-1 cromo (VI)
con 800 mg-L1 fenol y (d) 500 mg-L-! cromo (VI) con 800 mg-L fenol muestran
que el porcentaje de remocién del metal fue (a) = (c) > (b) > (d) [100%, 100%,
62.09% y 59.87% respectivamente] y la degradacion de fenol fue la siguiente: (b)

> (a) > (d) > (c) [100%, 95%, 81.96% y 76.77 % respectivamente].

Al comparar los resultados obtenidos de los sistemas manteniendo la
concentraciéon de cromo en un valor determinado (ya sea 100 mg-L1 0 500 mg-L-
1) pero cambiando la concentracién de fenol de 300 mg-L! a 800 mg-L-, se
puede observar que no hay un cambio en la remocién de cromo entre los
sistemas (se obtiene una remocion del 100% del cromo (VI) para 100 mg-L1y
alrededor de 60% para 500 mg-L-1). Con respecto a la degradacién de fenol se
observa una disminucién, pasando del 95.05% al 76.77% en los sistemas con 300
mg-L1 de fenol y de 100% a 81.96% en el sistema de 800 mg-L! de fenol. Los
valores obtenidos reflejan que el fenol actda como tinica fuente de carbono para
el metabolismo del Aspergillus niger asi como donador de electrones para llevar a
cabo la remociéon microbiana de cromo (VI), y que a las concentraciones mas
altas de cromo (VI) y de fenol la disminucién en los valores de remocion y
degradacién de los compuestos probados puede deberse al efecto toxico sobre

el microorganismo, lo anterior concuerda con los resultados obtenidos por Shen
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y Wang en 1995, en cuanto a la influencia de la concentracién de fenol en el
grado de reduccién de cromo (VI) observado en cultivos de Escherichia coli y
Pseudomonas putida. En los resultados de la investigacion de Chirwa y Wang
(2000) con cepas de Escherichia coli, 2.5 mg-L1 de cromo (VI) y 500 mg-L1 de
fenol se observé que existe una relacion estequiométrica entre la acumulacién de
cromo (VI) removido y la acumulacién de acidos organicos degradados. En el
estudio se demostré que el cromo (VI) inhibia tanto la reduccién del Cr (VI)
como en la degradaciéon del fenol, mientras que el fenol tenia un efecto positivo
tanto en la reduccién de cromo (VI) como la degradacién de fenol cuando se
utilizaba en concentraciones inferiores a 200 mg-Ll, mientras que para

concentraciones superiores se observa un efecto negativo.



CAPITULO 6

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

La composicién apropiada de las células que participan en procesos de
biorremediacion es importante, tal es el caso del hongo filamentoso Aspergillus
niger que posee una gran capacidad para remover Cr (VI) y biodegradar fenol a
escala de laboratorio con base en sus caracteristicas fisiologicas y a las enzimas

degradativas.

En las condiciones en que se llevé a cabo la presente investigacion se
encontré que Aspergillus niger supera al quitosan en la remocién de Cr (VI). No
obstante existe la posibilidad de mejorar la capacidad de sorcién del quitosdn
siendo necesario hacer modificaciones al proceso de desacetilacion para

transformacion de la quitina a quitoséan.

El Aspergillus niger en forma de esférulas con la solucion que contiene Cr

(VI) y fenol favorece la remocion y degradacion de los mismos; esto se

87
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demuestra con los resultados obtenidos con los experimentos realizados en
matraz comparados con los obtenidos en la columna de lecho fijo. Los valores
de remocién de Cr (VI) y degradacién de fenol fueron superiores en la columna
de lecho fijo, adicionalmente el tiempo en el cual se alcanza los valores mas altos
es de alrededor de 9 horas para la columna de lecho fijo y en matraz entre 15 y

24 horas.

Los experimentos realizados en matraz Erlenmeyer aportaron
informacion necesaria y valiosa para proceder a la etapa de escalamiento de un
biorreactor de lecho fijo, ya que a partir de los datos generados fue posible elegir

los sistemas de mejores resultados en cada una de las etapas:

a) Remocion de cromo (VI) a nivel matraz de 250 mL en los dos niveles de
concentraciéon: 100 mg-L1 y 500 mg-L-1.

b) Degradaciéon de fenol a nivel matraz de 250 mL en los dos niveles de
concentracion: 300 mg-L-1 y 800 mg-L-1.

c) Nivel matraz de 250 mL remocién y degradacion simultdnea de cromo (VI)

y degradacion de fenol.

Con base en los resultados obtenidos en ésta investigacion, se concluye
que el incremento de la concentracién de cromo y de fenol puede ejercer un

efecto toxico sobre el hongo Aspergillus niger afectando la remocién y



89

degradacion de éstos compuestos, ya que el porcentaje de remocion del metal

fue (a)=(c)>(b)>(d) y el de degradacién de fenol fue (b)>(a)>(d)>(c),

en donde:
(a) 100 mg-L-1 de Cr (VI) y 300 mg-L-! de Fenol,
(b) 100 mg-L1 de Cr (VI) y 800 mg-L-! de Fenol,
(c) 500 mg-L-1 de Cr (VI) y 300 mg-L-! de Fenol; y

(d) 500 mg-L-1 de Cr (VI) y 800 mg-L-1 de Fenol.

Entre las variables que pueden afectar la remocién de cromo (VI) y
degradacion de fenol se encuentran: el pH, la temperatura, concentraciones del
cromo (VI) y del fenol, la presencia de compuestos generados por el
metabolismo microbiano en el medio que rodea al microorganismo cuando éste
se desarrolla en matraz Erlenmeyer, la presencia del quitosdn altera la
disponibilidad del fenol para ser utilizado como fuente de carbono o disminuye

la cantidad de enzimas extracelulares del Aspergillus niger.



90

6.2 Recomendaciones

» Dada la menor eficiencia obtenida con el quitosan en la remocién y
degradacion de los contaminantes estudiados se recomienda optimizar el
proceso de fabricacién del quitosan a partir de cascara de camarén variando
el grado de desacetilacién, asi como de utilizar métodos analiticos para
identificar la quitina y el quitosan, por ejemplo espectroscopia infrarroja.

> Se requiere de estudiar la optimizaciéon de éste proceso estableciendo un
modelo matemadtico para el biorreactor de lecho fijo, describiendo la
transferencia de masa, considerando algunos pardmetros como el efecto del
pH, velocidad de sorcioén, etc., ya que el modelo toma en cuenta diferentes
fenémenos que podrian ocurrir durante el proceso.

> Evaluar el posible escalamiento a planta piloto.
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Al

MEDIO DE AGAR CZAPEK (1 LITRO)

Para la preparacion de un litro del medio agar Czapek se realiza de
siguientes manera: 3g de nitrato de sodio (NaNOs), 1g de fosfato de potasio
(KoHPOy), 0.5g de cloruro de potasio (KCl), 0.01g de sulfato férrico (FeSOy), 0.5g
de sulfato de magnesio (MgSQOs), 30g de sacarosa y 20g de agar bacteriologico.
Todos los compuestos se disuelven en un litro de agua destilada. En condiciones
estériles.
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A2

CALDO CZAPEK AL 1% DE SACAROSA (1 LITRO)

Para la preparacion de un litro del caldo Czapek se realiza de siguientes
manera: 3g de nitrato de sodio (NaNOs), 1g de fosfato de potasio (K2HPOy), 0.5g
de cloruro de potasio (KCl), 0.01g de sulfato férrico (FeSOs), 0.5g de sulfato de
magnesio (MgSOs) y 10g de sacarosa. Todos los compuestos se disuelven en un
litro de agua destilada. En condiciones estériles.
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NMX-AA-044-SCFI1-2001 CANCELA A LAS
NMX-AA-044-1981

SECRETARIA DE
ECONOMIA

ANALISIS DE AGUAS - DETERMINACION DE CROMO
HEXAVALENTE EN AGUAS NATURALES, POTABLES,
RESIDUALES Y RESIDUALES TRATADAS - METODO DE
PRUEBA (CANCELA A LA NMX-AA-044-1981)

WATERS ANALISIS - DETERMINATION OF HEXAVALENT
CHROMIUM IN NATURAL, DRINKING, WASTEWATERS AND
WASTEWATERS TREATED - TEST METHOD

0 - INTRODUCCION

Las sales de cromo hexavalente Cr (VI) se utilizan ampliamente en procesos
industriales del acero, pinturas, colorantes y ceramicas. Las sales de cromo
trivalente se utilizan en la industria textil para colorantes, en la industria de la
cerdmica y el vidrio, en la industria curtidora y en fotografia. El cromo en sus
dos estados de oxidacion se utiliza en diversos procesos industriales por tanto
puede estar presente en las aguas residuales de dichas empresas.

El estado hexavalente es toxico para los humanos, los animales y la vida
acuatica. Puede producir cancer de pulmén cuando se inhala y facilmente
produce sensibilizaciéon en la piel. Sin embargo no se conoce si se produce
cancer por la ingestiéon de cromo en cualquiera de sus estados de oxidacion.

1- OBJETIVO Y CAMPO DE APLICACION

Esta norma mexicana establece el método de andlisis para la determinacién de
cromo hexavalente en aguas naturales, potables, residuales y residuales
tratadas.

2 - PRINCIPIO DEL METODO

El método se basa en una reaccion de 6xido reduccién donde el cromo
hexavalente Cr (VI) reacciona con la 1,5-difenilcarbazida en medio 4cido para
dar Cr3+ y 1,5- difenilcarbazona de color violeta que se lee
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espectrofotométricamente a 540 nm. La intensidad de color es directamente
proporcional a la concentracién de cromo hexavalente.

3 - DEFINICIONES
Para los propésitos de esta norma se establecen las siguientes definiciones:
3.1 Aguas naturales

Se define como agua natural el agua cruda, subterranea, de lluvia, de tormenta,
residual y superficial.

3.2 Aguas residuales

Las aguas de composicion variada provenientes de las descargas de usos
municipales, industriales, comerciales, agricolas, pecuarias, domésticos y
similares, asi como la mezcla de ellas.

3.3 Anélisis de blanco analitico

Es el someter una alicuota de agua reactivo a todo el proceso de andlisis por el
cual pasa una muestra real. Los laboratorios deben realizar los andlisis de
blancos para corregir la sefial de fondo del sistema de medicién. El anélisis de
blancos se realizard en forma peridédica o con cada lote de muestras segtn lo
requiera el método.

3.4 Bitacora

Cuaderno de laboratorio debidamente foliado e identificado, en el cual los
analistas anotan todos los datos de los procedimientos que siguen en el andlisis
de una muestra, asi como todas las informaciones pertinentes y relevantes a su
trabajo en el laboratorio. Es a partir de dichas bitdcoras que los inspectores
pueden reconstruir el proceso de analisis de una muestra tiempo después de
que se llevo a cabo.

3.5 Blanco

Agua reactivo o matriz equivalente a la que no se le aplica ninguna parte del
procedimiento analitico y sirve para evaluar la sefial de fondo.

3.6 Blanco analitico o de reactivos

Agua reactivo o matriz equivalente que no contiene, por adiciéon deliberada, la
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presencia de ningtin analito o sustancia por determinar, pero que contiene los
mismos disolventes, reactivos y se somete al mismo procedimiento analitico que
la muestra problema.

3.7 Calibracién

Conjunto de operaciones que establecen, bajo condiciones especificas, la relaciéon
entre los valores de una magnitud indicados por un instrumento o sistema de
medicién, o los valores representados por una medida materializada y los
valores correspondientes de la magnitud, realizados por los patrones,
efectuando una correcciéon del instrumento de medicion para llevarlo a las
condiciones iniciales de funcionamiento.

3.8 Descarga

Accién de verter, infiltrar o depositar o inyectar aguas residuales a un cuerpo
receptor en forma continua, intermitente o fortuita, cuando éste es un bien del
dominio puablico de la Nacion.

3.9 Desviacion estandar experimental

Para una serie de n mediciones del mismo mensurando, es la magnitud s que
caracteriza la dispersion de los resultados, dado por la férmula:

donde:

X, es el resultado de la i-ésima medicién, y

X esla media aritmética de los n resultados considerados.

3.10 Disolucién estandar

Disolucién de concentracién conocida preparada a partir de un patrén primario.
3.11 Disolucién madre

Corresponde a la disoluciéon de maxima concentraciéon en un analisis. Es a partir
de esta disolucién que se preparan las disoluciones de trabajo.
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3.12 Exactitud

Proximidad de concordancia entre el resultado de una medicién y un valor
verdadero del mensurando.

3.13 Limite de cuantificacién del método (LCM)

Es la menor concentracién de un analito o sustancia en una muestra que puede
ser cuantificada con precision y exactitud aceptables bajo las condiciones en que
se lleva a cabo el método.

3.14 Limite de deteccion del método (LDM)

Es la minima concentraciéon de un analito o sustancia en una muestra, la cual
puede ser detectada pero no necesariamente cuantificada bajo las condiciones en
que se lleva a cabo el método.

3.15 Material de referencia

Material o substancia en el cual uno o mas valores de sus propiedades son
suficientemente homogéneas y bien definidas, para ser utilizadas para la
calibracién de aparatos, la evaluaciéon de un método de medicién, o para asignar
valores a los materiales.

3.16 Material de referencia certificado

Material de referencia, acompanado de un certificado, en el cual uno o mas
valores de las propiedades estdn certificados por un procedimiento que
establece la trazabilidad a una realizacién exacta de la unidad en la cual se
expresan los valores de la propiedad, y en el que cada valor certificado se
acompafa de una incertidumbre con un nivel declarado de confianza.

3.17 Medicion

Conjunto de operaciones que tiene por objeto determinar el valor de una
magnitud.

3.18 Mensurando

Magnitud particular sujeta a medicién.
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3.19 Muestra compuesta

La que resulta de mezclar un ndmero de muestras simples. Para conformar la
muestra compuesta, el volumen de cada una de las muestras simples debe ser
proporcional al caudal de la descarga en el momento de su toma.

3.20 Muestra simple

La que se tome en el punto de descarga, de manera continua, en dia normal de
operaciéon que refleje cuantitativa y cualitativamente el o los procesos mas
representativos de las actividades que generan la descarga, durante el tiempo
necesario para completar cuando menos, un volumen suficiente para que se
lleven a cabo los analisis necesarios para conocer su composicién, aforando el
caudal descargado en el sitio y en el momento de muestreo.

3.21 Parametro

Variable que se utiliza como referencia para determinar la calidad del agua.

3.22 Patrén (de medicion)

Material de referencia, instrumento de medicién, medida materializada o
sistema de mediciéon destinado a definir, realizar, conservar o reproducir una
unidad o uno o més valores de una magnitud para utilizarse como referencia.

3.23 Patrén nacional (de medicion)

Patrén reconocido por una decisiéon nacional en un pais, que sirve de base para
asignar valores a otros patrones de la magnitud concerniente.

3.24 Patrén primario

Patrén que es designado o reconocido ampliamente como un patrén que tiene
las mas altas cualidades metrolégicas y cuyo valor es aceptado sin referencia a
otros patrones de la misma magnitud.

3.25 Patrén secundario

Patrén cuyo valor es establecido por comparacién con un patrén primario de la
misma magnitud.
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3.26 Patréon de referencia

Patrén, en general de la mas alta calidad metrolégica disponible en un lugar
dado, o en una organizaciéon determinada del cual se derivan las mediciones
realizadas en dicho lugar.

3.27 Patrén de trabajo

Patréon que es usado rutinariamente para calibrar o controlar las medidas
materializadas, instrumentos de medicién o los materiales de referencia.

3.28 Precision

Es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento analitico se aplica repetidamente a diferentes allicuotas o
porciones de una muestra homogénea. Usualmente se expresa en términos del
intervalo de confianza o incertidumbre:

X = i +t 73
al2 /n
donde:

Xes la media calculada a partir de un minimo de tres mediciones
independientes;

t,,, es el valor de la t de Student para un nivel de significancia del 95 %;
s es la desviacion estandar de la muestra;

n es el nimero de réplicas, y

X es el resultado que incluye el intervalo de confianza.

3.29 Trazabilidad

Propiedad del resultado de una medicién o del valor de un patrén por la cual
pueda ser relacionado a referencias determinadas, generalmente patrones
nacionales o internacionales, por medio de una cadena ininterrumpida de
comparaciones teniendo todas las incertidumbres determinadas

3.30 Verificacion de la calibracion

Una verificacion periddica de que no han cambiado las condiciones del
instrumento en una forma significativa.
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4 - EQUIPO Y MATERIALES

Solo se mencionan los equipos y materiales que son de relevancia para el
presente método.

4.1 Equipo

41.1 Espectrofotometro disponible para utilizarse de 190 nm a 900 nm y
equipado con celdas de 1 cm de paso 6ptico de luz.

4.1.2 Balanza analitica con precisiéon de 0,1 mg.

4.2 Materiales

Todo el material volumétrico utilizado en este procedimiento debe ser clase A
con certificado o en su caso debe estar calibrado.

4.2.1 Papel filtro de poro fino

4.2.2 Papel indicador de pH

5-REACTIVOS Y PATRONES

Todos los productos quimicos usados en este método deben ser grado reactivo
analitico, a menos que se indique otro grado.

Agua: Debe entenderse agua que cumpla con las siguientes caracteristicas:
a) Resistividad, megohm-cm a 25°C: 0,2 min;
b) Conductividad, pS/cm a 25°C: 5,0 max, y
c) pH:5,0a8,0.
5.1 Acetona (C3HsO)
5.2 Acido nitrico concentrado (HNO3)
5.3 Acido sulftrico concentrado (H2SO4)
5.4 Dicromato de potasio (K2Cr207)
5.5 1,5 Difenilcarbazida (C13H14N4O)
5.6 Disolucion de difenilcarbazida (5 mg/mL): Pesar aproximadamente y con

precisiéon 250 mg de difenilcarbazida (ver inciso 5.5) y disolver en 50 mL de
acetona (ver inciso 5.1). Almacenar en frascos de color &mbar con tapa con
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recubierta de teflén; esta disoluciéon es transparente al momento de
prepararla, después toma un color amarillo claro. Descartar la disolucién
cuando comience a decolorarse, debe conservarse en refrigeracion.

Disolucién madre de cromo (500 mg/L): Secar aproximadamente 2 g de
dicromato de potasio (ver inciso 5.4) en horno a 105°C por 1 h enfriar en el
desecador. Pesar aproximadamente y con precisiéon 141,4 mg de dicromato
de potasio, disolver con agua y aforar a 100 mL, 1 mL de esta disolucién es
equivalente a 500,0 ng de Cr (VI).

Disolucién estdndar de Cr (VI) 5 mg/L: Adicionar una alicuota de 1 mL de
la disolucién madre de cromo VI (ver inciso 5.7) a un matraz volumétrico
de 100 mL y aforar con agua. 1 mL de esta disolucién equivale a 5,0 pg de
Cr (VI).

Disolucién de &cido sulfarico 0,2 N: Agregar 56 mL de acido sulfarico
concentrado (ver inciso 5.3) a un matraz que contenga 500 mL de agua,
mezcle y deje enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente diluya con
aguaallL.

6 RECOLECCION, PRESERVACION Y ALMACENAMIENTO DE

MUESTRAS

6.1 Se debe tomar un minimo de 300 mL de muestra en frascos de vidrio.

6.2 Para determinar el Cr (VI) disuelto, es necesario filtrar la muestra con papel
tiltro de poro fino. Después de la filtracion se debe acidificar con acido
nitrico concentrado (HNOs) hasta un pH < 2.

6.3 Todas las muestras deben refrigerarse a una temperatura de 4°C hasta su
analisis.

6.4 Cuando se sospecha la presencia de hipobromito, persulfato o cloruros, las
muestras deben ser analizadas inmediatamente.

6.5 El tiempo maximo de almacenamiento previo al andlisis es de 24 h.

7 - CONTROL DE CALIDAD

7.1

7.2

Cada laboratorio que utilice este método debe operar un programa de
control de calidad (CC) formal.

El laboratorio debe mantener los siguientes registros:
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— Los nombres y titulos de los analistas que ejecutaron los analisis y el
encargado de control de calidad que verificé los analisis.

— Las bitadcoras manuscritas del analista y del equipo en los que se contengan
los siguientes datos:

a) Identificacion de la muestra;

b) Fecha del analisis;

Procedimiento cronolégico utilizado;

Cantidad de muestra utilizada;

Numero de muestras de control de calidad analizadas;

Trazabilidad de las calibraciones de los instrumentos de medicién;

Evidencia de la aceptacion o rechazo de los resultados, y

Ademas el laboratorio debe mantener la informacién original reportada

por los equipos en disquetes o en otros respaldos de informacién.

-
A RIN NI

De tal forma que permita a un evaluador externo reconstruir cada
determinacién mediante el seguimiento de la informacién desde la recepcion de
la muestra hasta el resultado final.

7.3 Cada vez que se adquiera nuevo material volumétrico debe de realizarse la
verificacion de la calibraciéon de éste tomando una muestra representativa
del lote adquirido.

8 - CALIBRACION

Se debe contar con un registro de verificacién de la calibracién de los equipos y
materiales siguientes:

8.1 Material volumétrico
8.2 Balanza analitica

8.3 Espectrofotometro. Calibrar el equipo de acuerdo a las instrucciones
especificas del fabricante.

8.4 Curva de calibracion

8.4.1 Medir volimenes de disoluciéon estandar de Cr (VI) 50 pg/mL
aproximadamente entre 2,0 mL y 20,0 mL. de esta disolucién con un
minimo de 5 disoluciones para obtener estandares en el intervalo de 10 ug
a 100 pg de Cr (VI), en matraces aforados de 100 mL, después transferirlos
a matraces Erlenmeyer de 250 mL; agregar acido sulfarico 0,2 N hasta pH
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de 1,0 £ 0,3 y seguir el procedimiento que se indica a la muestra para el
desarrollo de color (ver inciso 9).

8.4.2 Transferir una alicuota de cada estdndar a la celda de absorcion de 1 cm y
medir su absorbancia a 540 nm.

8.4.3 Medir las disoluciones de calibracién comenzando con la de menor
concentracion.

8.4.4 Construir una curva de calibracién, graficando la absorbancia leida contra
los pg de Cr (VI), evaluar la calidad de la curva obtenida.

NOTA.- Para compensar las posibles pérdidas de Cr (VI) durante las
operaciones analiticas se debe seguir el mismo procedimiento a las disoluciones
estandar de Cr (VI) que el que se realiza a la muestra.

9 - PROCEDIMIENTO

9.1 La alicuota necesaria para realizar el andlisis de la muestra debe estar lo
mas clara posible, por lo que antes de empezar el método debe filtrarse a
través de un papel filtro de poro fino. La alicuota para muestras muy
claras debe ser de 100 mL.

9.2 Tratamiento de la muestra
Desarrollo de color:

9.2.1 Ajustar el pH a1 con &cido sulfarico 0,2 N, tomar una alicuota de 100 mL
o una alicuota conveniente de acuerdo al contenido de Cr (VI) en la
muestra y aforar con agua a 100 mL, si la muestra esta turbia, tomar una
lectura de absorbancia previa a la adicién del reactivo de difenilcarbazida,
restar la absorbancia medida previamente al valor de la lectura final.

9.2.2 Anadir 2 mL de disolucién de difenilcarbazida, mezclar y dejar reposar 10
min para desarrollar el color completamente.

923 Ajustar el espectrofotémetro con el blanco de reactivos a cero de
absorbancia.

924 Medir la absorbancia a 540 nm en una celda de cuarzo de 1 cm de las
muestras y estdndares.
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9.25 Registrar las lecturas de las absorbancias. Determinar los pg de Cr (VI)
presentes en la muestra directamente de la curva de calibracion.

10 - CALCULOS

10.1 Calcular la concentracién de la muestra en pg Cr (VI) a partir de la
ecuacion de la recta representada por la siguiente ecuacion:

Y=mX+Db
donde:

m es la pendiente ;

b es la ordenada al origen;
Y esla absorbancia, y

X son los ug Cr (VI).

10.2 La concentraciéon en mg/L de Cr (VI) se calcula con la siguiente ecuacion:

Ecuacion 1

mg Cr/L = mg Cr (obtenidos en la curva) / A

donde:
A sonlos mL de muestra original.

Considerar el empleo de los 102 mL de volumen final para la realizacién de los
calculos, ya que si el volumen de la muestra esta en 100 mL y posteriormente se
realiza la adiciéon de los 2 mL de difenilcarazida no provocard ningtn factor de
dilucién. Lo anterior siempre y cuando tanto los estdndares de la curva de
calibracion y las muestras sean procesadas de la misma forma.

10.2.1 Reportar los resultados en mg Cr/L, con la precision correspondiente.
11 - INTERFERENCIAS

11.1 Interfieren el vanadio, titanio y hierro en concentraciones mayores de 5
mg/L, reduciendo la recuperacién del cromo del 10-30 %. El hierro en su
estado de oxidaciéon bivalente reduce al Cr (VI) en una relacion molar
tedrica de 3 moles de Fe (II) por un mol de Cr (VI), en pH acido se favorece
la reaccion.
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11.2 El Cobre en concentraciones mayores de 100 mg/L, reduce de un 20- 30 %
la recuperacion del cromo.

11.3 La reaccion con la difenilcarbazida es practicamente especifica para el Cr
(VI). Las sales de molibdeno hexavalente y de mercurio reaccionardn para
formar color con el reactivo, pero las intensidades son mucho mas bajas
que para el cromo al pH especificado. Pueden tolerarse concentraciones de
hasta 200 mg de Mo/L o Hg/L.

11.4 El molibdeno, vanadio y cobre en la muestra pueden causar interferencias.
El vanadio interfiere fuertemente, sin embargo en concentraciones de
hasta 10 veces las del Cr (VI) no causara problemas.

11.5 El Permanganato genera interferencias y el Fe (III) en concentraciones
mayores a 1 mg/L puede producir un color amarillo.

11.6 Las concentraciones de nitritos mayores a 10 mg/L dan resultados bajos de
Cr (VI).

11.7 Los sulfitos reducen al Cr (VI) en un medio acido dando bajos resultados.

11.8 Se han identificado muestras de matrices diferentes, las cuales producen
un complejo de color amarillo-naranja que interfiere con la determinacion.
En este caso el analista debe evaluar el efecto de la matriz con muestras
adicionadas.

11.9 Las muestras con contenido organico pueden reducir el cromo (VI) a cromo
(I1I).

11.10 Las interferencias de color y turbiedad pueden contrarrestarse con un
blanco de muestra. Este debe preparase igual que la muestra pero sin
adicionar la 1,5 difenilcarbazida, la absorbancia del blanco de muestra se
resta al de la muestra.

12 - SEGURIDAD

121 No ha sido determinado la carcinogenicidad de todos los reactivos con
precisiéon. Por lo que cada sustancia quimica debe tratarse como peligro
potencial a la salud. La exposiciéon a estas sustancias debe reducirse al
menor nivel posible.

12.2 Este método puede no mencionar todas las normas de seguridad asociadas
con su uso. El laboratorio es responsable de mantener un ambiente de
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trabajo seguro y un archivo de las normas de seguridad respecto a la
exposicion y manejo seguro de las substancias quimicas especificadas en
éste método. Debe tenerse un archivo de referencia de las hojas de
informacién de seguridad el cual debe estar disponible a todo el personal
involucrado en estos anélisis.

El 4cido sulftrico concentrado es un compuesto quimico altamente
corrosivo y debe manipularse con extremo cuidado. La adicién del 4cido
sulftrico al agua produce una reaccion exotérmica fuerte y debe realizarse
muy lentamente.

Cuando se trabaje con alguna de las sustancias quimicas descritas en esta
norma, deben tomarse las condiciones de seguridad apropiadas. Use ropa
de proteccién como: batas de algodén, guantes y lentes de seguridad.

La preparacion de todos los reactivos debe ejecutarse dentro de la campana
de extraccion.

El Cromo (VI) es un carcinégeno cuando es inhalado. Ingerido no hay
evidencia de que lo sea. Se debe usar mascarilla.

13 - MANEJO DE RESIDUOS

Es responsabilidad del laboratorio cumplir con todos los reglamentos federales,
estatales y locales referentes al manejo de residuos, particularmente las reglas de
identificacion, almacenamiento y disposicion de residuos peligrosos.

13.1

13.2

13.3

13.4

Cada laboratorio debe contemplar dentro de su Programa de Control de
Calidad el destino final de los residuos generados durante la
determinacion.

Los desechos acidos se deben neutralizar para su posterior desecho.

Las muestras liquidas que salgan con altos contenidos de cromo
hexavalente deben envasarse en recipientes herméticos, almacenar
temporalmente tomando todas las precauciones necesarias y después
envielas al confinamiento de residuos peligrosos.

El laboratorio debe contar con un sitio de almacenamiento temporal de las
disoluciones contaminadas que cumpla con las especificaciones de los
reglamentos aplicables
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13.5 Todas las muestras que cumplan con la norma de descarga a alcantarillado
pueden ser descargadas en el mismo sistema.
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TABLA 17
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PORCENTAJES DE REMOCION DE 100mg-L-! y 500mg-L-1 DE Cr (VI) EN

MATRAZ ERLENMEYER DE 250 mL.

Porcentajes de remocién de Porcentajes de remocién de
Horas 100mg-L-1 Cr (VI) (%) 500mg-L-1 Cr (VI) (%)

A-1 B-1 C-1 | D1 E-1 A-1 B-1 C-1 D-1 E-1
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 | 7435 1.171 {17.652]20.093|23.742 | 4.488 | 1.986 |18.388 | 26.037 |14.782
6 |10.455| 2.874 |55.165|38.838|44.016 [11.097 | 4.304 |39.156 | 57.552 |27.237
9 [17.102] 9.478 |79.371|67.309|59.756 | 15.883 | 10.054 | 50.438 | 63.527 |51.571
12 {19.352(14.575|97.065 | 83.780|76.563 | 17.856 | 15.313 | 58.917 | 73.985 |71.441
15 |23.953(17.128{99.116| 100 [91.168|22.995|18.240|71.205| 80.032 | 80.080
18 126.880(21.483| 100 | 100 | 100 |25.823]|19.960|75.589| 86.648 |84.112
21 |30.674(26.175| 100 | 100 | 100 |26.725|21.322|80.619| 89.764 |87.351
24 [35.777]29.750( 100 | 100 | 100 |27.602|24.106|82.775| 93.406 |88.863

A-1: 2g/L de Quitosan; B-1: 5g/L de Quitosan; C-1: 1g/L Aspergillus niger;
D-1: 1g/L A. niger y 2g/L de Quitosédn; E-1: 1g/L A. niger y 5g /L de

Quitosan.
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TABLA 18
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PORCENTAJES DE DEGRADACION DE 300mg-L-1 Y 800mg-L-* DE FENOL EN

MATRAZ ERLENMEYER DE 250 mL.

Porcentajes de degradacion de Porcentajes de degradacion de
Horas 300mg-L-! fenol (%) 800mg-L-1 fenol (%)

A2 | B2 | C2 | D2 | E2 | A2 | B2 | C2 | D2 | E2
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 |4.300 |10.168| 9.157 | 7.514 | 8.557 | 9.448 | 1.981 [15.055| 9.030 |16.839
6 | 8.063 |14.858(23.442|10.044|17.117| 8.268 |10.643 |22.454 | 11.353 |23.597
9 [11.616(19.406|26.193|19.833|32.809|12.614 |15.509 |32.800 | 21.548 | 30.296
12 {14.219|22.859 |43.984 | 24.024 |1 27.500 | 19.064 | 17.735 | 43.113 | 28.340 | 38.969
15 [19.588(29.094 | 69.629|40.290 | 34.426 | 21.955|23.781 | 51.785 | 34.197 |44.870
18  24.369|36.498 |83.799 | 43.596 | 45.366 | 25.698 | 27.677 | 62.130 | 40.495 | 55.264
21 127.797|38.857|87.402 |57.140|62.874 | 28.221 | 34.925 | 68.246 | 54.626 | 60.616
24 130.192]42.835(92.024 | 72.606 | 68.812|28.924|41.701 | 74.302 | 61.169 |69.895

A-2: 2g/L de Quitosan; B-2: 5g/L de Quitosan; C-2: 1g/L Aspergillus niger;
D-2: 1g/L A. niger y 2g/L de Quitosédn; E-2: 1g/L A. niger y 5g /L de

Quitosan.
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TABLA 19
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PORCENTAJES DE REMOCION DE 100mg-L-! DE Cr (VI) Y DEGRADACION

DE 300 mg-L-1 DE FENOL EN MATRAZ ERLENMEYER DE 250 mL.

Porcentajes de remocion de Porcentajes de degradacion de
Horas 100mg-L-1 Cr(VI) (%) 300mg-L-1 fenol (%)

A-3 | B3 | C3 | D3| E3 | A3 | B3 | C3 | D3 | E-3

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 |11.117| 7.275 |26.230|26.315|21.440 | 5.301 | 0.165 | 26.647 | 10.106 | 6.597
6 |18.096|11.781|53.401 |44.142|34.287 | 9.8770 | 4.144 |38.067 | 26.933 | 12.499
9 119.401|16.602|81.398|57.985|58.094 | 11.258 | 8.526 |68.319 | 36.559 | 25.177
12 122.126|17.422|93.400 | 87.827 | 67.526 | 16.220 | 10.106 | 77.012 | 49.006 | 33.353
15 129.651|28.280 | 98.693 | 98.405 | 80.079 | 23.507 | 13.854 | 81.178 | 52.809 | 47.395
18 136.356(36.978| 100 | 100 |95.412]26.969|17.681| 92.44 | 57.369 | 51.790
21 39.078144.789| 100 | 100 | 100 |29.998|22.484|98.437 | 60.273 | 58.695
24 146.489|50.84 | 100 | 100 | 100 |32.942|32.910| 100 | 64.582 |70.203

A-3: 2g/L de Quitosan; B-3: 5g/L de Quitosan; C-3: 1g/L Aspergillus niger;
D-3: 1g/L A. niger y 2g/L de Quitosan; E-3: 1g/L A. niger y 5g /L de

Quitosan.
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TABLA 20
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PORCENTAJES DE REMOCION DE 100mg-L-! DE Cr (VI) Y DEGRADACION

DE 800 mg-L-1 DE FENOL EN MATRAZ ERLENMEYER DE 250 mL.

Porcentajes de remocion de Porcentajes de degradacion de
Horas 100mg-L-1 fenol (%) 800mg-L-1 fenol (%)

A4 | B4 | C4 D4 | E4 | A4 | B4 | C4 | D4 | E4

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 | 4554 0.656 [18.088]19.434| 6.142 | 6.083 | 4.669 |14.853 | 8.055 |11.827
6 6.488 | 4.302 [39.992|37.751|39.793 |10.414 | 9.963 |31.943 | 16.534 | 15.097
9 110.541|15.548|62.578 | 57.535 | 54.255 | 14.903 | 12.069 | 47.510 | 26.072 | 23.914
12 112.264|20.694 [83.049 | 74.803 | 69.141 [17.437 |17.180 | 59.178 | 37.581 | 26.29
15 |23.251|31.115|94.681 | 99.691 | 86.566 | 20.846 | 18.538 | 62.457 | 47.127 | 38.074
18 125.313|41.847| 100 | 100 |97.555]22.309|19.636|74.708 | 51.409 |50.896
21 129.680(52.525| 100 | 100 | 100 |24.808|22.611|82.624|62.794 |68.181
24 130.233]54.800| 100 | 100 | 100 |26.470|28.197|86.439| 76.4 |84.257

A-4: 2g/1 de Quitosan; B-4: 5g/L de Quitosan; C-4: 1g/L Aspergillus niger;
D-4: 1g/L A. niger y 2g/L de Quitosan; E-4: 1g/L A. niger y 5g /L de

Quitosan.
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TABLA 21
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PORCENTAJES DE REMOCION DE 500mg-L-! DE Cr (VI) Y DEGRADACION

DE 300 mg-L-1 DE FENOL EN MATRAZ ERLENMEYER DE 250 mL.

Porcentajes de remocion de Porcentajes de degradacion de
Horas 500mg-L1 fenol (%) 300mg-L-1 fenol (%)

A5 | B5 | C5 | D5 | E5 | A5 | B5 | C5 | D5 | E5

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 |4.805 | 1.306 |31.653|15.271|13.685|11.060 | 3.871 |25.785| 12.164 | 23.794
6 5.571 | 3.321 |78.602|22.255|21.877 | 14.684 | 5.786 |35.147 | 22.123 | 31.587
9 |13.765| 6.020 |85.429|38.826|36.962|19.831 | 11.008 | 57.876 | 29.972 | 35.752
12 {19.8996.3270|89.897 | 47.241|49.848 | 17.681 | 12.582 | 75.286 | 36.433 | 48.511
15 |24.032|27.685|92.966 | 54.854 | 60.336 | 23.081 | 30.753 | 80.075 | 42.738 | 54.629
18 |30.843(30.870(95.469 | 67.044 | 67.971 | 25.664 | 28.696 | 83.533 | 49.759 | 62.360
21 |37.144|37.801|96.776|74.245|73.622|29.647 | 37.198 | 95.741 | 57.695 | 69.144
24 139.002|39.085|97.851 | 84.092|78.689 | 30.550 | 44.95 | 100 | 68.137 | 73.101

A-5: 2g/L de Quitosan; B-5: 5g/L de Quitosan; C-5: 1g/L Aspergillus niger;
D-5: 1g/L A. niger y 2g/L de Quitosédn; E-5: 1g/L A. niger y 5g /L de

Quitosan.
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TABLA 22
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PORCENTAJES DE REMOCION DE 500mg-L-! DE Cr (VI) Y DEGRADACION

DE 800 mg-L-1 DE FENOL EN MATRAZ ERLENMEYER DE 250 mL.

Porcentajes de remocion de Porcentajes de degradacion de
Horas 500mg-L1 fenol (%) 800mg-L-1 fenol (%)

A6 | B6 | C6 | D6 | E6 | A6 | B-6 | C6 | D-6 | E-6

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 |4.710 | 2.903 |10.401| 6.407 [16.391| 6.249 | 8.496 |17.025| 15.259 | 8.581
6 | 8.943 | 6.813 |27.275|24.973|45.985| 9.792 |16.726|23.859 | 18.222 | 20.920
9 |14.526|15.521|56.101|33.900 |46.577|15.781|19.078 | 31.280 | 23.401 |26.126
12 {19.833|19.638 | 80.078 | 41.878|57.240|16.653 | 23.581 | 36.461 | 29.217 |34.740
15 [24.582|23.470|85.186|52.293|63.605|19.319 | 26.808 | 46.068 | 38.662 | 39.752
18 [32.437|24.547|91.061 | 64.282 | 67.889|21.364 | 36.44 |53.359| 51.352 | 56.277
21 139.859(36.531|93.271|72.153|73.790 | 23.473 | 37.687 | 65.496 | 76.058 | 62.682
24 144.234140.478195.437 (79.764 | 80.860 | 25.909 | 40.848 | 81.380 | 79.864 |73.877

A-6: 2g/L de Quitosan; B-6: 5g/L de Quitosan; C-6: 1g/L Aspergillus niger;
D-6: 1g/L A. niger y 2g/L de Quitosédn; E-6: 1g/L A. niger y 5g /L de

Quitosan.
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TABLA 23
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REMOCION DE 100mg-L DE Cr (VI) Y DEGRADACION DE 300 mg-L1 DE

FENOL EN UN BIORREACTOR DE LECHO FIJO.

% de Remocion y
Horas Degradacién
Cromo (VI) Fenol
0 0 0

1.5 41416 7.3095
3 58.066 50.369
4.5 78.462 69.775
6 95.112 75.816
7.5 100 83.364
9 100 95.054

10.5 100 100

(%): Porciento de remocién y degradaciéon
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TABLA 24
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REMOCION DE 100mg-L! DE Cr (VI) Y DEGRADACION DE 800 mg-L1 DE

FENOL EN UN BIORREACTOR DE LECHO FIJO.

% de Remocion y
Horas Degradacién

Cromo (VI) Fenol

0 0 0
1.5 37.339 22.334
3 56.208 32.986
4.5 69.912 43.351
6 89.7741 58.226
7.5 100 71.661
9 100 76.775
10.5 100 87.145

(%): Porciento de remocién y degradaciéon
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Co9

TABLA 25

REMOCION DE 500mg-L1 DE Cr (VI) Y DEGRADACION DE 300 mg-L1 DE
FENOL EN UN BIORREACTOR DE LECHO FIJO.

% de Remocion y
Horas Degradacién
Cromo (VI) Fenol
0 0 0

1.5 12.299 23.489
3 21.298 53.011
4.5 31.497 72.375
6 37.797 77.041
7.5 47.096 85.864

9 62.095 100

10.5 68.095 100

(%): Porciento de remocién y degradaciéon



REMOCION DE 500mg-L"' DE Cr (VI) Y DEGRADACION DE 800 mg-L™' DE
FENOL EN UN BIORREACTOR DE LECHO FIJO.

C10

TABLA 26

% de Remocion y
Horas Degradacién

Cromo (VI) Fenol

0 0 0
1.5 4212 16.738
3 14.141 30.587
4.5 22.265 50.521
6 40.619 63.529
7.5 48.743 74.627
9 59.875 81.968
10.5 65.893 88.758

(%): Porciento de remocién y degradacion
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