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RESUMEN

El fenol presenta una toxicidad asociada a su concentracion y por lo tanto los efluentes
industriales que los contienen han de ser tratados antes de verterlos al medio
ambiente. Debido a las propiedades bactericidas del fenol, estos efluentes no pueden
ser tratados en las plantas depuradoras convencionales, dado que a concentraciones
mayores a 50 mg/L inhibe la reproduccion de los microorganismos y en

concentraciones del orden 1 g/L destruyen completamente la flora y fauna.[1]

Teniendo en cuenta lo anterior, en esta investigacion se realiza una propuesta para
complementar los procesos de la PTAR de la empresa Laboratorios ESKO Ltda,
teniendo como principal objetivo la degradacion de compuestos fendlicos, para hacer
cumplimiento de la normativa vigente (Resolucion 0631 del 2015) para la disposicion

de aguas de reuso y vertimientos.

De esta forma, se propone implementar un tratamiento biolégico haciendo uso de una
cepa de Pleurotus ostreatus, un hongo de la podredumbre blanca productor de un
complejo enzimatico que le permite la degradacion de compuestos aromaticos a

través de continuas oxidaciones.

La seleccion del microorganismo se realizé por medio de una matriz de decision,
empleando el Método Pugh, comparandolo con otros tratamientos biol6gicos como lo
es el uso de bacterias, analizando criterios de interés para la empresa Laboratorios
ESKO Ltda. Posterior a ello se realizaron una serie de evaluaciones experimentales
para la degradacion de fenoles en agua residual de la empresa con concentraciones
de fenol muy superiores a las registradas por la misma, y respaldadas por la revision
bibliografica, que indican la tolerancia y efectividad de P.ostreatus sobre el compuesto
contaminante. Las condiciones de operacion fueron a temperatura ambiente y sin

agitacion, similares a las de la planta de tratamiento de Laboratorios ESKO.

Finalizados los ocho dias de tratamiento se hallaron porcentajes de degradacion
desde 83,78% hasta 97,30% para una concentracion inicial de 3,7 mg/L de fenol y

desde 77,27% hasta 90,91% para una concentracién inicial de 8,8 mg/L de fenol.

Palabras clave: Método Pugh, hongo de la podredumbre blanca, fenoles,

degradacion, concentracion.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar una propuesta de un tratamiento biolégico con hongos de la

podredumbre blanca para la degradacion de fenoles en efluentes de la empresa
Laboratorios Esko LTDA.

Objetivos especificos

Evaluar teéricamente los tratamientos para la remocion de fenoles en aguas
residuales partiendo de una revision bibliografica.

Seleccionar un tratamiento biolégico para la degradacion de fenoles en las aguas
residuales de la empresa Laboratorios Esko LTDA.

Establecer las condiciones que mas favorecen el proceso de degradacion de
fenoles por medio de los hongos de la podredumbre blanca.

Estimar el costo de investigacion de la propuesta del sistema de degradacion de

fenoles.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Aguas Residuales
Se puede considerar como agua residual toda aquella proveniente de la actividad
humana, que contiene una gran cantidad de sustancias y/o microorganismos que

pueden ser peligrosos para las fuentes hidricas y su bioma, por lo que es necesario

un tratamiento previo[2].

Para este documento se tendrén en cuenta dos tipos de agua residual

1.2. Agua Residual Doméstica

Las aguas residuales domésticas provienen de los desechos producidos en los
hogares de los humanos, estan comprendidas por materia organica Yy

microorganismos, asi como restos de jabones y detergentes[2].

1.2.1. Agua Residual Industrial

Las aguas residuales industriales provienen de los procesamientos de materia prima
en fabricas y plantas, su composicion es muy variable segun el tipo de actividad del
establecimiento, pero en general son aguas mas contaminadas que las aguas

residuales domésticas|2].

1.3. Parametros de Caracterizacion

Para seleccionar los parametros a tener en cuenta se tomo la resolucion 0631 del

2015 en el apartado de “fabricacion de jabones, detergentes y productos cosméticos”.

1.3.1. Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs)

Es la medida del consumo de oxigeno de los microorganismos heterotroficos en la
estabilizacién de la materia organica biodegradable, en condiciones aerdbicas y en

un periodo de cinco dias a una temperatura de 20°C.

La determinacion de DBO, es una de las pruebas mas importantes para conocer la
capacidad de contaminacion de los cuerpos receptores, y la fuerza contaminante de

las aguas negras y los desechos industriales. La DBO, da una indicacién de la
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cantidad de agua clara de dilucion necesaria, para la evacuacion satisfactoria de
aguas negras por dilucion.[3]

1.3.2. Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

Es la medida que determina la cantidad de oxigeno requerido para oxidar la materia
organica en una muestra de agua, bajo condiciones especificas de agente oxidante,
temperatura y tiempo, a condiciones acidas y se mide como miligramos de oxigeno,
equivalente a la fraccidén organica disuelta y/o suspendida, por litro de disolucion, agua

residual.[4]

1.3.3. pH

El pH expresa la concentracion de iones hidrégeno presentes en una muestra, se usa
para expresar la intensidad de la condicién acida o alcalina de una solucién sin medir
propiamente la acidez total o la alcalinidad total. Es un factor que debe considerarse
respecto a la coagulacion quimica, la desinfeccion y el control de corrosién.[5]

1.3.4. Solidos Suspendidos Totales (SST)

Hace referencia al material particulado que se mantiene en suspension en las
corrientes de agua residual y/o superficial [6]. Los sélidos suspendidos son

transportados gracias al arrastre y soporte del movimiento del agua.[7]

1.3.5. Solidos Sedimentables (SSED)

Son las particulas de tamafio superior a 0,01 nm que sedimentan en las soluciones
de agua, su efecto se traduce en el color y turbiedad de aguas sedimentadas sin

coagulacion.[6]
1.3.6. Grasas y Aceites

Este parametro no busca medir una cantidad absoluta de una sustancia especifica,
se determinan grupos de sustancias con caracteristicas fisicas similares con base en
su solubilidad en el solvente, el término “grasas y aceites” hace referencia a cualquier
sustancia soluble en el solvente n-hexano, esto incluye otros compuestos como

colorantes organicos, clorofila o compuestos azufrados.[8]
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1.3.7. Sustancias Activas al Azul de Metileno (MBAS)

Los tensoactivos entran en los cuerpos de agua por residuos del lavado doméstico e
industrial, estas moléculas se congregan entre el medio acuoso y las otras fases del
sistema. Un alto contenido de detergentes en el agua puede provocar formacion de

espuma y toxicidad para la vida acuatica.[9]

1.3.8. Fenoles

Los fenoles son compuestos organicos de estructura basica CsHsOH, son altamente
solubles en agua y se presentan como resultados de la polucién con residuos
industriales. En forma pura, es un sdlido incoloro a blanco, tiene un olor
repugnantemente dulce caracteristico. Se evapora mas lentamente que el agua y una
cantidad moderada puede disolverse en agua, ademas, es inflamable. Su punto de
ebullicion es de 181,75 °C, punto de fusién 43 °C, presenta una solubilidad en agua
de 0,067 g/mL a 16 °C y su pH esté en el rango de 4,8 — 6,0 al 5% en agua. [10]

Al aplicar cloro en agua industriales para su desinfeccion, se forman cloro fenoles y
se presentan problemas de olores y sabores indeseables a muy bajas
concentraciones. “El fenol posee en su estructura un anillo bencénico, y tiene un
grupo hidroxilo en lugar de uno de los 4tomos de hidrogeno propio del benceno, esto
hace que el fenol tenga la capacidad de estabilizarse”. [11]

“El fenol es tanto una sustancia quimica manufacturada como natural. Se le encuentra
en la naturaleza en ciertos alimentos, en desechos humanos y animales y en materia

organica en descomposicion”.[1]

1.3.8.a. Usos del fenol. El uso principal del fenol es como intermediario en la
produccion de resinas fendlicas, también se usa en la produccion de caprolactama,
usada en la manufactura de nylon 6 y otras fibras sintéticas, y bisfenol A, usada en la
manufactura de resinas de epoxi y de otras resinas. Se usa también para eliminar
bacterias y hongos caracteristicos de aguas fangosas, como desinfectante y en

medicamentos.

A pesar de la toxicidad de los compuestos de tipo fendlico, estos encuentras gran
variedad de usos a nivel industrial, como por ejemplo en la “fabricacién de plasticos,

en la fabricaciéon de resinas de fenol — formaldehido, en la industria de alimentos, en
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la produccion de agentes preservantes y en la fabricacion de desinfectantes e
insecticidas, en la produccion de detergentes, en la industria farmacéutica y en la

produccion de pinturas, explosivos y en fotografia”. [1]

“Se utiliza en modo directo como componente de productos medicinales y de aseo,
pero principalmente constituye la materia prima para la fabricacion de otros reactivos

y de productos finales”. [10]

1.3.8.b. Origen del fenol en aguas residuales industriales. A la hora de estudiar
estos componentes presentes en las aguas residuales, es de gran importancia
conocer los causantes de esta contaminacion. Los derivados fendlicos mas
importantes desde el punto de vista de las aguas residuales son:

a. Fenol

2-Monaoclorofenol

4-Monoclorofenol

2,4-Diclorofenol

2,6-Diclorofenol

-~ ® o 0o o

2,4,6-Triclorofenol
Tretraclorofenoles

= «Q

Pentaclorofenoles

Cresoles

J.  Naftoles

Adicionalmente desde el punto de vista de la industria cosmética, categoria a la cual
la empresa Laboratorios Esko LTDA pertenece, los derivados fenolicos mas comunes

son.

Quinona
Hidroquinona

Cloruro de bencilo

a0 o w

Triclosan

Todos estos derivados fendlicos, y muchos mas, son usados actualmente en
diferentes sectores industriales, como también se usa el fenol, en grado analitico, para
muchos procesos, lo que hace que la eliminacion de los residuos de estas sustancias

sea de gran importancia.
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1.3.8.c. Riesgos por la presencia de fenoles. El fenol presenta una toxicidad
asociada a su concentracion, y por lo tanto los efluentes industriales que los contienen
han de ser tratados antes de verterlos al medio ambiente. Debido a las propiedades
bactericidas del fenol, estos efluentes no pueden ser tratados en las plantas
depuradoras convencionales, dado que a concentracion de 50 mg/L inhibe la
reproduccion de los microorganismos y en concentraciones del orden de 1 g/L

destruyen completamente la flora y la fauna. [1]

El fenol puede entrar al cuerpo humano a través de aguas contaminadas, comidas u
otros productos que contengan este tipo de compuestos. Es facilmente absorbido a
través de la piel o las mucosas, particularmente por el tracto gastrointestinal e
igualmente puede ser inhalado en el aire o el humo. [10]

Al tener contacto con la piel puede producir quemaduras y existe el riesgo de
absorcién por la piel, ante el contacto con los ojos produce quemaduras y hay riesgo
de ceguera, por ingestién puede producir quemaduras en la boca, faringe, eséfago y
tracto gastrointestinal, por la inhalacion de vapores se puede presentar dificultades

respiratorias, irritacion de mucosas y tos, entre otros posibles riesgos. [1]

1.4. Tratamiento de aguas residuales

Las aguas contaminadas provienen de diferentes fuentes, como lo pueden ser las
domesticas y las industriales, por lo que estan compuestas de particulas muy
variadas, tanto en tamafio como en composicién, debido a esto requieren un
tratamiento antes de su descarga. En la etapa inicial predominan los fenémenos
fisicos, que corresponden a las operaciones unitarias, luego se utilizan procesos
guimicos y biolégicos, conocidos como procesos unitarios para eliminar los sélidos
suspendidos, usualmente se realiza una combinacion de procesos y operaciones

unitarias.

Estos tratamientos tienen como objetivos reducir la carga organica de los efluentes
en términos de demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) o demanda quimica de
oxigeno (DQO), remover o reducir los nutrientes, nitrégeno y fosforo, con el fin de
evitar la filtracion en el subsuelo que contamine las aguas subterraneas o evitar el
crecimiento acelerado de las algas que podrian ocasionar problemas de eutrofizacion

en las aguas receptoras, remover o inactivar a los organismos patdgenos, incluyendo
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las formas parasitarias y por ultimo, cumplir con las normas o reglamentos legales
gue permiten el uso de las aguas residuales y vertimiento a la red de alcantarillado a
las fuentes de agua o marinas. Estos tratamientos se dividen en pretratamientos,

primarios, secundarios y terciarios[12]:

1.4.1. Pretratamiento

Tiene como funcién eliminar todo el material grueso que generalmente esta flotando
y que da impacto visual negativo, extraer de las aguas la mayor cantidad posible de
las materias que arrastran, y que posteriormente ocasionarian problemas en los
tratamientos posteriores. Tiene como objetivos principales la eliminacion de los
sélidos gruesos como basura, la separacion de las particulas discretas como arenas

y la separacion de las grasas, aceites y espuma.

1.4.1.a. Cribado. Es un método que elimina los contaminantes mas voluminosos,
ya sean flotantes o suspendidos. Se utiliza para remover los solidos de gran tamafio
0 basura, los cuales al transportarse con la corriente de agua residual pueden interferir
en la operacién del equipo de la planta. [14] [13]

1.4.1.b. Dilaceracién. Su objetivo es triturar las materias solidas arrastradas por
el agua. Estas materias en lugar de separarse del efluente bruto, se pulverizan y
contintan en el circuito del agua hacia las siguientes fases de tratamiento. [8]
l.4.1.c. Desarenado. Tiene como objetivo eliminar particulas mas pesadas que
el agua, que no hayan sido retenidas en etapas previas, y que tienen un tamafo
superior a 200 micras. Con este proceso se consiguen proteger los equipos de
procesos posteriores ante la abrasion, atascos y sobrecargas en los procesos
posteriores. [8]

1.4.1.d. Desengrasado. El objetivo de esta operacion es el de eliminar grasas,
aceites y espumas y ademas materias flotantes que provocarian problemas en las

siguientes etapas de tratamiento. Esta etapa no siempre esta presente. [8]

1.4.2. Tratamiento primario

En este tratamiento se elimina una fraccion de los sélidos en suspension y de la
materia organica residual, suele llevarse a cabo mediante operaciones fisicas tales
como el tamizado y la sedimentacion. Este va a producir una reduccion de la demanda

bioquimica de oxigeno, igualmente se consigue una reduccion de la contaminacion
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bacteriolégica, y constituye un método para preparar el agua para el tratamiento

secundario.

1.4.2.a. Coagulacion. “Los sélidos coloidales suspendidos en el agua presentan
una carga electrostatica sobre su superficie, que provoca la repulsion entre las
particulas y les impide agruparse para formar solidos conglomerados de mayor
tamafo. Este proceso consiste en afiadir compuestos quimicos al agua para reducir
las fuerzas de tensiébn que apartan a los solidos suspendidos entre si. Es el
tratamiento esencial para la eliminacion de sélidos suspendidos (organicos,
inorganicos y bioldgicos)”. [15]

1.4.2.b. Neutralizacién. Neutralizacion o ajuste de pH, para tener un rango
cercano a 7, es una de las etapas primordiales del tratamiento de las aguas y aguas
residuales que permite proteger las fuentes receptoras de las descargas alcalinas o
acidas fuertes o el post tratamiento de dichos residuos. Para las aguas acidas se
agrega Oxido de calcio, 6xido o hidroxido de magnesio e hidroxido de sodio y para las
aguas alcalinas, se agrega acido sulfarico, acido clorhidrico y anhidrido carbonico[12].
1.4.2.c. Sedimentacion. Es la separacién de particulas mas pesadas en el agua
mediante la accidon de la gravedad. Es una de las operaciones unitarias mas utilizadas

en el tratamiento de aguas residuales
Existen tres tipos de sedimentacion[12]:

- Sedimentacién de particulas floculentas: Este tipo de sedimentacion se presenta
cuando las concentraciones son bajas (< 300 — 500 mg/L).

- Sedimentacion zonal: Se presenta cuando tenemos concentraciones intermedias
de sélidos (500 — 5000 mg/L)

- Sedimentacidn por compresion o de espesamiento: Se presenta cuando las
concentraciones de soélidos son muy altas (> 5000 — 10000 mg/L).

1.4.2.d. Floculacion. “Consiste en la aglomeracion de particulas coloidales

suspendidas, por medio de un mezclado fisico o con agua de un coagulante quimico,

para formar floculos de mayor tamafio capaces de ser separados por procesos

subsecuentes como sedimentacion o filtracion”. [15]

l.4.2.e. Flotacion. Es una operacion unitaria que se emplea para la separacion

y particulas flotables y emulsiones de una fase liquida. Se consigue introduciendo

finas burbujas de gas, normalmente aire, en la fase liquida. Estas burbujas de
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adhieren a las particulas, y la fuerza ascensional que experimenta el conjunto

particula-burbuja de aire hace que suban hasta la superficie del liquido[12].
1.4.3. Tratamientos secundarios:

También conocido como tratamiento biologico, tiene como objetivo principal la
eliminacion de los sdélidos en suspension y de los compuestos organicos
biodegradables, esto por medio de microrganismos adecuados, aunque a menudo se
incluye la desinfeccién como parte de este tratamiento” [16]. El proceso se basa en
gue microorganismos adecuados consuman la materia organica. En esta etapa se
consiguen importantes rendimientos en eliminacion de DBO. Estos tratamientos estan
clasificados en aerobios, con presencia de oxigeno y anaerobios, en ausencia de

oxigeno.

1.4.3.a. Tratamientos secundarios aerobios. Los tratamientos secundarios
aerobios pueden ser[12]:

1.4.3.a.i. Lodos activados. Consiste en una masa activada de microorganismos que
estabiliza un residuo por via aerdbica, se realiza usando un tanque o reactor, donde
el cultivo bacteriano oxida la materia organica, para garantizar el medio aerobio, el
reactor tiene difusores que ademéas mantienen la homogeneidad de la mezcla

e Convencional

e Mezcla completa

e Aireacion escalonada

e Oxigeno puro

e Tasaalta

e Aireacion prolongada

e Proceso de Krauss

e Zanjon de oxidacion

e Lagunas aireadas

e Digestidén aerobia

e Lagunas aerobias

1.4.3.a.ii. Filtros percoladores

e Tasa baja

e Tasa alta
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1.4.3.a.iii. Torres biologicas
1.4.3.a.iv. Unidades rotatorias de contacto bioldgico

1.4.3.a.v. Reactores de lecho fijo

1.4.3.b. Tratamientos secundarios anaerobios. Los tratamientos secundarios
anaerobios en comparacion con los tratamientos aerobios producen un ahorro en el
coste de inmovilizado al no tener que invertir en sistema de aireacion, se produce
menor cantidad de biomasa por o que no es necesario un manejo y evacuacion de
los lodos tan constante, pero se necesitan mayores tiempos de residencia, se
producen malos olores y se necesitan temperaturas mas altas para garantizar que los

procesos se realicen a velocidades razonables[12].
Algunos de estos tratamientos son:

1.4.3.b.i. Digestion anaerobia
1.4.3.b.ii. Anaerobio de contacto
1.4.3.b.iii. Lagunas anaerobias
1.4.3.b.iv. Manto de lodos — flujo
1.4.3.b.v. Ascensional

1.4.3.b.vi. Filtro anaerobio

1.4.3.b.vii. Lecho expandido

1.5. Hongos de la podredumbre blanca para procesos de remocién

Los hongos de la podredumbre blanca, también llamados hongos lignoliticos, por sus
enzimas lignoliticas[17], son comunes en bosques de pino y encino. Estos hongos
tiene un sistema enzimatico que les permite a través del desarrollo de su micelio,
colonizar diferentes tipos de sustrato y acceder a los compuestos que constituyen las
contaminaciones mas fuertes de los suelos [18]. Debido a la baja especificidad de las
enzimas lignoliticas, les permite oxidar una amplia variedad de compuestos

contaminantes. [17]

En los ultimos afios, los hongos de la podredumbre blanca han sido utilizados para
descontaminar suelos o aguas por su especial capacidad de degradar compuestos
xenobidticos del tipo hidrocarburos aromaticos policiclicos, asimismo, han

demostrado la capacidad de decolorar efluentes de industrias aceiteras, textiles o
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papeleras. Muchas cepas han sido estudiadas en la degradacion de contaminantes
como clorofenoles, hidrocarburos, lignina kraft, compuestos aromaticos, entre otros.
[18]

“Algunos de los factores mas importantes que se deben tener en cuenta en las
tecnologias de biodegradacion de los suelos contaminados con hongos de la
podredumbre blanca son: alcanzar una abundante colonizacion, mantener su
crecimiento por un periodo prolongado de tiempo y favorecer la produccidén de

enzimas’. [17]

1.5.1. Diferentes usos de los hongos de la podredumbre blanca en la remocion

de sustancias

En la naturaleza los xenobidticos que contaminan el ambiente son susceptibles a la

eliminacion con hongos de la podredumbre blanca, entre ellos estan:

15.1.a. Colorantes. “En la industria textil se estima que del 10-14% de los
colorantes, después del tefiido de telas, se vierten en efluentes de agua dulce, los
mas comunes son: azo, trifenilmetano o polimérico/heterociclico, estables a la accion
degradadora por la microbiota natural “. Para disminuir ese impacto negativo, existe
la alternativa de usar hongos de la podredumbre blanca después de varias
investigaciones se llegaron a resultados con una degradacién desde un 28% hasta
98% de varios tipos de colorantes usados en la industria textil.

1.5.1.b. Aromaticos. En la biorremediacion de ambientes contaminados con
aromaticos, se hace un gran uso de esta especie de hongos, logrando degradar
tolueno, benceno, naftaleno, tetraclorobenceno, isbmeros, entre otros.

15.1.c. Hidrocarburos aromaticos poli ciclicos (HAP). “Los HAP son compuestos
homologos de benceno formados por 2 0 mas anillos fusionados, que se liberan en
emisiones industriales, durante la combustion incompleta de la gasolina en
automotores o0 en plantas de generacion de energia, sin embargo, estos compuestos
son recalcitrantes y potenciales carcinogénicos”. Los hongos de la podredumbre
blanca sintetizan las enzimas ligninoliticas que oxidan los anillos de los HAP. [19]
1.5.1.d. Pesticidas. Son los compuestos que mas contaminan aguas
superficiales y subterraneas, causan un grave problema ambiental, pues algunos de

estos quimicos son carcinogénicos, son de alto riesgo para la vida, por eso es
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necesario su tratamiento para minimizar o reducir su negativo impacto ambiental. Con
el uso de los hongos de la podredumbre blanca se pudo oxidar pesticidas como
cloronitrofen, nitrofen, diuron, herbicida, atrazina y la terbutilazina en altos
porcentajes.

15.1e. Clorofenoles. Uno de los mas utilizados es el pentaclorofenol (PCF), que
se utiliza como conservador de la madera, en el blanqueo de la pulpa, en
consecuencia, efluentes industriales contienen fenoles clorinados, altamente toxicos
para la vida como: el 2,4,6-clorofenol, carcinogénico para animales, 6 el p-cloro fenol
posible carcinogénico en humanos. Los hongos de la podredumbre blanca son de alto
uso en la biodegradacion de estos compuestos con un alto porcentaje de degradacion
en diferentes materiales de inmovilizacion y crecimiento.

1.5.1.f. Nitroaromaticos. Estos son compuestos como: el nitrobenceno, el
nitrotolueno, los nitro fenoles y los nitro benzoatos, se utilizan en sintesis de
pesticidas, explosivos, colorantes, y farmacéuticos, pero son un problema ambiental
por su recalcitrancia. Ciertos nitroaromaticos son toxicos para humanos y animales.
Investigaciones reportan que los hongos de la podredumbre blanca oxidan
nitroaromaticos, como el trinitrotolueno (TNT), lo que los convierte en una alternativa

en la recuperacion de ambientes contaminados con estos compuestos. [19]

1.6. Marco legal

Para el desarrollo del proyecto se deben tener en cuenta las siguientes normativas,

las cuales daran los parametros correspondientes a cumplir:

1.6.1. Resolucién 0631 de 2015:

Esta resolucion establece los parametros y los valores limites maximos permisibles
en los vertimientos puntuales a cuerpos de aguas superficiales y a los sistemas de

alcantarillado publico y se dictan otras disposiciones.

La empresa Laboratorios Esko LTDA se rige bajo el CAPITULO VI PARAMETROS
FISICOQUIMICOS Y SUS VALORES LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES EN LOS
VERTIMIENTOS PUNTUALES DE AGUAS RESIDUALES NO DOMESTICAS -
ARND A CUERPOS DE AGUAS SUPERFICIALES en el Sector: ACTIVIDADES DE
FABRICACION Y MANUFACTURA DE BIENES [20], con el articulo:
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Articulo 13. “Parametros fisicoquimicos a monitorear y sus valores limites
maximos permisibles en los vertimientos puntuales de aguas residuales
no domesticas — ARNnD a cuerpos de aguas superficiales de actividades
asociadas con fabricacion y manufactura de bienes. Los parametros
fisicoquimicos y sus valores limites maximos permisibles en los vertimientos
puntuales de aguas residuales no domesticas — ARnD de las actividades de

fabricacion y manufactura de bienes a cumplir, seran los siguientes”. [20]

A continuacién, se observa la lista de parametros con sus valores de limites maximos

permisibles en el vertimiento para este tipo de empresa segun la normatividad.

Tabla 1

Parametros fisicoquimicos a monitorear y sus valores limites maximos permisibles en
los vertimientos puntuales de aguas residuales no domesticas — ARnD a cuerpos de
aguas superficiales de actividades asociadas con fabricacion y manufactura de bienes

VALORES LIMITES MAXIMOS
PARAMETRO
PERMISIBLES
pH Unidades de pH 5-9
DQO mg/LO2 500
DBOs mg/LO2 250
Sdlidos suspendidos totales mg/L 80
Solidos sedimentables mg/L 1
Grasas y aceites mg/L 15
Fenoles mg/L 0,2
Formaldehido mg/L
Sustancias activas al azul de metileno mg/L 10
HIDROCARBUROS
Hidrocarburos totales (HTP) mg/L 10
Hidrocarburos Aromaticos policiclicos mg/L Analisis y reporte
BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y .
_ mg/L Analisis y reporte
xileno)
Compuestos organicos Halogenados o
_ Analisis y reporte
absorbibles
COMPUESTOS DE FOSFORO
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Tabla 1 Continuaciéon

Ortofosfatos mg/L Analisis y reporte
Fosforo Total mg/L Analisis y reporte
COMPUESTOS DE NITROGENO
Nitratos mg/L Andlisis y reporte
Nitritos mg/L Andlisis y reporte
Nitrégeno Amoniacal mg/L Analisis y reporte
Nitrégeno total mg/L Analisis y reporte
IONES
Cloruros mg/L 250
Sulfatos mg/L 400
Sulfuros mg/L 1
METALES Y METALOIDES
Arsénico mg/L 0,1
Cadmio mg/L 0,05
Zinc mg/L 3
Cobalto mg/L
Cobre mg/L 1
Cromo mg/L 0,5
Mercurio mg/L 0,01
Niquel mg/L 0,5
Plomo mg/L 0,2
Titanio mg/L

Nota. Esta tabla muestra los valores maximos permisibles de los parametros

fisicoquimicos que estan establecidos en la Resolucion 0631 del 2015. Tomado de:
C. M. D. A. Y. D. SOSTENIBLE, “Resolucion 0631. (17, marzo, 2015). Por la cual se
establecen los parametros y valores limites maximos permisibles en los vertimientos

puntuales a cuerpo de agua superficiales y a los sistemas de alcantarillado publico y

se dictan otras disposiciones.,” Red de desarrollo sostenible de Colombia. 20015, doi:

10.4324/9780203861950.
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2. DIAGNOSTICO

2.1. Generalidades de la empresa

Laboratorios ESKO LTDA es una empresa que se especializa en el desarrollo,
manufactura y acondicionamiento de productos cosméticos, bajo calidad certificada
por el Instituto Nacional de Vigilancia de medicamentos y alimentos (INVIMA) y
mediante buenas practicas de manufactura (BPM), la compafiia comercializa
productos propios dirigidos a profesionales de la belleza, desarrolla y fabrica a otras
compafiias bajo el sistema de maquila. Esta ubicada en la zona industrial de Puente

Aranda, ubicada en Bogota D.C.

Dentro del portafolio de productos fabricados por Laboratorios ESKO se encuentran
lineas de tratamiento facial, corporal y SPA y una linea de maquillaje profesional, con
marcas propias como Dermabell y Claire D’arcey ademas la fabricacion de productos
como shampoo, bafios espumosos, tonicos, cremas, geles, maquillajes, labiales,
lociones, productos en ampolletas, tubos colapsibles, y en general empaque y

acondicionamiento de cualquier producto cosmético a terceros.

Para febrero de 2017 la empresa tiene un consumo de 149 m3 de agua en forma
bimensual segun la facturacion de la Empresa de Alcantarillado y Acueducto de
Bogota (EAAB). En el afio 2015, siguiendo los lineamientos del plan de
responsabilidad social y ambiental de la compafiia, se implementé la planta de
tratamiento de aguas residuales cuya funcién principal es el tratamiento primario de

vertimientos generados por la compafiia para el reuso del agua.

2.2. Descripcion de la planta de tratamiento de aguas residuales

Los vertimientos generados dentro de la organizacién varian entre areas, por lo cual
se efectlia en primera medida el diagndstico de los vertimientos en cada punto de

generacion y luego se define el punto de vertimiento como se indica en la Tabla 3
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Tabla 2
Distribucién de vertimientos de la empresa Laboratorios Esko

- Vertimiento de la trampa de grasas.
CAJA VERTIMIENTOS o
- Vertimiento del lavado de traperos.

CAJA - Vertimientos provenientes de las areas de:
ALCANTARILLADO administrativos, cafeteria, lavamanos y bafos.
- Vertimiento proveniente del area de desarrollo.
CAJA AGUAS
- Vertimiento sifon PTAR.
NEGRAS

- Vertimiento de filtro de prensa.

Nota. En esta tabla se evidencia como los diferentes vertimientos estan distribuidos
en las diferentes cajas. Tomado de L. Esko, “Informe de actividades planta de
tratamiento,” 2017.

Cada lugar de generacion de vertimiento de aguas dentro de la compafia tiene un
punto diferente de recoleccion y vertimiento final, aunque la mayor parte del proceso
va ala PTAR, algunos vertimientos se consideran de origen domeéstico no industrial y

son desechados en el alcantarillado sin previo tratamiento. [21]

La planta de tratamiento de agua residual PTAR esta disefiada para remover material
particulado y coloidal de las aguas residuales provenientes del area de lavado de la
planta de produccién, permitiendo mejorar las condiciones del agua para que sean

reutilizadas en los sanitarios.

2.2.1. Distribucion de la planta de tratamientos de agua residual

A continuacion, se va a mostrar y explicar la planta de tratamientos de agua residual

gue tiene implementada Laboratorios Esko.
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Figura 1
Diagrama de bloques de la PTAR de Laboratorios Esko LTDA.

Tanque sedimentador Tanque de prefiltracion Tanque de almacenamiento de agua tratada

—_— 3
Tanque de lodos Filtro de carbon activado, de arenay clorador
Texto mostrado Capacidad
Trampa de grasas Tanque de lodos 400 L

Tanque sedimentador 1500 L
Tanque de prefiltracién 400 L
Filtro de carbén activado y de arena
Tanque de almacenamiento de agua tratada 20001
Trampa de grasas

Nota. Esta imagen muestra el diagrama de bloques de la PTAR de la empresa
Laboratorios Esko.

El proceso esta conformado por:

2.2.1.a. Trampa de grasas. Es la primera unidad en contacto con el agua cruda
residual, proveniente de las actividades del area de produccion y tiene como funcion
principal la remocién de grasas sobrenadantes que floten. Esta es una trampa de dos

compartimientos comunicados por la parte inferior.

El primer compartimiento retiene las grasas y lipidos flotantes y estd complementado
por una capa de medio filtrante que remueve parte de los sdélidos que puedan
encontrarse. El segundo compartimiento sirve como tanque de recepcion para la
eyeccion de las aguas a la tolva de coagulacién y floculacion, tiene en su interior y en
el fondo la bomba sumergible B1.

2.2.1.b. Bomba sumergible (B1). Es una bomba de 0,5 HP ubicada al fondo del
segundo compartimiento de la trampa de grasas y tiene como funcion sacar las aguas
del segundo compartimiento de la trampa e introducirlas en la tolva de coagulacién y
floculacion. Esta bomba cuenta con un flotador FL1 que la protege en caso de un bajo
nivel de agua, sin embargo, la operacion de esta bomba esta controlada por otros dos
flotadores.

2.2.1.c. Flotador (FL2). Se encuentra ubicado en el segundo compartimiento de

la trampa de grasas y determina si hay o no agua en el compartimiento para ser
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bombeada hacia la tolva de coagulacién y floculacion. Este flotador se encuentra
ubicado a un nivel superior al flotador FL1.

2.2.1.d. Flotador (FL3). Se encuentra ubicado en el interior de la tolva de
coagulacion y floculacion y determina si la tolva esta llena o si todavia tiene espacio
para mas agua. Cuando el flotador sube, indica que la tolva esté llena y que la bomba
B1 Debe apagarse. Cuando baja, indica que la tolva todavia puede recibir mas agua.
2.2.1.e. Tolva de coagulacion y floculacién (TV1). Es la unidad donde se realiza
la coagulacion y la floculacion a las aguas efluentes de la trampa de grasas. Esta tolva
tiene una altura de 2,02 metros (sin motor), un volumen operacional aproximado de
1500 litros y se compone en la parte superior por un cilindro y en la parte inferior por
un cono. La geometria cbnica ayuda a disminuir el tiempo de precipitaciéon de
coagulos y floculos, y adicionalmente, facilita el proceso de separacion. La tolva viene
equipada con un agitador y un motor M1 de 0,5 HP para moverlo. Este motor opera
con un variador de velocidad que se encuentra instalado en el tablero de control.

La tolva TV1 esta abierta en la parte superior, tiene 3 salidas distribuidas en el cilindro
y una salida en la parte inferior. La salida superior es el rebose de la misma, las otras
dos salidas del cilindro de la tolva son las salidas para el agua tratada ya sedimentada
hacia el tanque de homogenizacion. La salida de la parte inferior del cono es para
sacar los lodos hacia el tanque de lodos (o para extraer el agua tratada en caso de

gue el tratamiento termine con la flotacion).

2.2.1.1. Bomba de vaciado de tolva (B3). Esta bomba de 0,5 HP tiene como
funciébn ayudar a sacar los fondos de la tolva, ya sea hacia el tanque de
homogenizacion T1 o el tanque de lodos T2. El encendido y apagado de esta bomba
se controla a traves de un interruptor manual de 2 posiciones (OFF-ON) instalado a
conveniencia en uno de los soportes metalicos de la tolva TV1.

2.2.1.9. Tanque de lodos (T2). Este tanque tiene como objetivo almacenar los
lodos generados en la tolva TV1 esta equipado con una tapa removible para
inspeccion. Adicionalmente tiene una salida en la parte superior que sirve como
rebose, tiene una salida que hace de succidn para la bomba B4 en la parte inferior,
tiene una salida en la parte inferior donde se encuentra la valvula de lavado V25, y
cuenta también con salidas varias para sacar agua que pueda clarificarse durante
cualquier proceso de espesamiento de lodos que se realice en este tanque. El tanque
permite realizar procedimientos de espesamiento de lodos para facilitar el manejo de
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los mismo. Estos procedimientos pueden ir desde dejar sedimentar los lodos por
varias horas, hasta realizar una segunda coagulacion para aumentar la densidad de
los fléculos de los lodos y facilitar su futura disposicion.
2.2.1.h. Bomba de filtro prensa (B4). Esta bomba de 3 HP es la encargada de
pasar los lodos T2 a través del filtro prensa. Esta bomba tiene un sensor de flotador
FL6 en el tanque de lodos que le indica cuando debe apagarse por bajo nivel. Esta
bomba se enciende manualmente con un interruptor manual de dos posiciones (ON-
OFF) que se encuentra, por conveniencia, en la columna metalica mas cercana a la
bomba.
2.2.1.1. Tanque de homogenizacion (T1). Este tanque tiene como objetivo recibir
las aguas tratadas de la tolva y recibir las aguas lluvias. En el interior del tanque se
encuentra la valvula de flotador VF1 determina si debe o no entrar mas agua lluvia y
se encuentra también la bomba sumergible B2 de 1,0 HP que se encarga de
presurizar el agua para que esta pueda pasar por las unidades y filtracion y cloracion.
El tanque cuenta con una salida en la parte superior como rebose, con una salida en
la parte inferior con una valvula de lavado y con la salida de la descarga de la bomba
B2.
2.2.1,. Bomba de filtracion (B2). Esta bomba sumergible de 1 HP esta
encargada de bombear el agua clarificada por el proceso de coagulacion y floculacion,
y el agua lluvia, por los filtros de arena, carbon activado y por el clorador. Esta bomba
funciona automaticamente cuando agua llega al tanque T1y se apaga cuando el nivel
en el tanque de almacenamiento T3 se encuentra lleno. Adicionalmente, la bomba
cuenta con un interruptor manual de dos posiciones (OFFAUTO) en el tablero de
control.
2.2.1.k. Filtro de arena (F1). Este es un filtro de arena de carcasa de fibra de
vidrio adaptado con una valvula multipuertos VM1 en la parte superior. Tiene como
objetivo remover sdlidos, floculos, color y olor que pueda haber quedado del proceso
de coagulacion y floculacién, para asi poder mejorar sus propiedades organolépticas.
La valvula multipuertos tiene 5 posiciones: filtrado, retro lavado, rociado, desecho y
recirculacion. Con la operacion sencilla de esta valvula de una unica manijay la de la
apertura de agua potable (V14), las limpiezas del filtro son faciles y sencillas.
2.2.1.1. Filtro de carbdn activado (F2). Este es un filtro de carbén activado de
carcasa de fibra de vidrio adaptado con una valvula multipuertos VM2 en la parte
superior. El filtro tiene como objetivo remover solidos, floculos, color y olor que pueda
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haber quedado del proceso de coagulacion y floculacion, para asi poder mejorar sus
propiedades organolépticas. La valvula multipuertos tiene 5 posiciones: filtrado, retro
lavado, rociado, desecho y recirculacion. Con la operacion sencilla de esta valvula de
una Unica manijay la de la apertura de agua potable (V15), las limpiezas del filtro son
faciles y sencillas.

2.2.1.m. Clorador (CL1). Este clorador se encarga de entregar el cloro necesario
al agua para una apropiada desinfeccién. Con este clorador solo deben utilizarse
tabletas de acido tricloroisocianurico (TCCA). Es muy importante no mezclar distintos
tipos de cloro en el clorador ya que esto puede generar riesgos de explosion.
2.2.1.n. Tanqgue de almacenamiento principal (T3). Este tanque de 2000 litros se
encarga de almacenar el agua que ya ha sido tratada. El agua en este tanque es la
gue se lleva directamente a los sanitarios. El tanque esta equipado con una salida en
la parte inferior para funciones de lavado. Tiene también dos salidas en la parte
superior que funcionan como reboses. Adicionalmente, el tanque cuenta con una
entrada de agua potable (la cual esta regulada por la valvula VF2), la entrada de agua
tratada, y una salida hacia los sanitarios (la succion de bomba de eyeccion B5). En el
interior del tanque se encuentran los sensores de flotador FL5 y FL7, que le indican
al sistema el momento en el que el tanque esta en su nivel minimo, y el momento en
el que el tanque esta en su nivel maximo.

2.2.1.0. Bomba de suministro a sanitarios (B5). Esta bomba es la encargada de
suministrar el agua tratada a los sanitarios del laboratorio. La bomba se enciende
automaticamente cuando la linea de descarga de la misma se despresuriza.

2.2.1.p. Tablero de control. Este tablero eléctrico contiene todas las protecciones
eléctricas de los motores de la PTAR y se encarga de distribuir la energia a todos los
componentes de la planta. La superficie del tablero esta equipada con dos
interruptores (con sus respectivos testigos luminosos) y con una apertura que permite
acceso a la interfaz de control del variador de velocidad del motor de mezclado de la

tolva de coagulacién

2.3. Punto de muestreo

Para realizar la caracterizacion de las aguas residuales, se debe tener en cuenta los
puntos de muestreo. La caracterizacion fue realizada por Analquim Ltda, se efectuo

el 26 de septiembre de 2019. EIl Unico punto de muestreo esta ubicado en el tanque
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de almacenamiento principal (T3), ya que es el punto final antes de la redisposicion
en el descargue de los sanitarios y es donde se encuentra el agua ya tratada, es por

esto que la muestra es puntual.

2.4. Revision de los datos histéricos

La revision de los datos histéricos para la caracterizacion de vertimientos de la PTAR
de Laboratorios ESKO LTDA. se tomé a partir de la informacién recopilada del Gnico
informe de monitoreo e interpretacion realizado por Analquim Ltda. el 26 de
septiembre de 2019 [22]. Asi en la Tabla 3 se presentan los resultados de las
mediciones realizadas y su comparacion con la Resolucion 0631 del 2015 para

establecer los valores méaximos permisibles:

Tabla 3
Registro de los parametros basicos sanitarios en el afio 2019
A VALOR OBTENIDO | VALOR MAXIMO
PARAMETRO UNIDADES EN LABORATORIO PERMISIBLE
ph Unidades de pH 599-7,24 5,00 a 9,00
Demanda Quimica de
_ mg/L Oz 258 500
Oxigeno (DQO)
Demanda Bioquimica
. mg/L O2 80 250
de Oxigeno (DBO)
Sdlidos Suspendidos
mg/L 6 80
Totales (SST)
Solidos
Sedimentables mg/L <0,1 1
(SSED)
Grasas y Aceites mg/L <6 15
Fenoles Totales mg/L 0,56 0,2
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Tabla 3. Continuacion

Sustancias Activas al
Azul de Metileno mg/L 2,66 10
(SAAM)
Temperatura °C 18,5-24,9 40
Caudal L/s 0,261 N.E
Hidrocarburos totales
mg/L <10 10
(HTP)
Hidrocarburos
Aromaéticos mg/L <0,0025 Analisis y reporte
policiclicos
BTEX (benceno,
tolueno, etilbenceno y mg/L <0,050 Analisis y reporte
xileno)
Ortofosfatos mg/L <0,03 Andlisis y reporte
Fosforo Total mg/L <0,1 Andlisis y reporte
Nitratos mg/L 0,6 Andlisis y reporte
Nitritos mg/L <0,007 Andlisis y reporte
Cloruros mg/L 22,3 250
Sulfatos mg/L <10 400
Sulfuros mg/L <0,8 1
Mercurio mg/L <0,002 0,01
Cadmio mg/L <0,003 0,05

Nota. Esta tabla muestra el registro de los pardmetros basicos sanitarios que el
Laboratorio Analquim realiz6 para la empresa Laboratorios Esko LTDA. Tomado de
ANALQUIM, “INFORME DE MONITOREO E INTERPRETACION DE RESULTADOS
— AGUA SUPERFICIAL - Epoca de Verano,” 2019.
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A partir de los datos suministrados por la caracterizacion realizada por el laboratorio
Analquim Ltda. se observa que en el afio 2019 los valores medidos se encuentran
dentro de los valores maximos permisibles por la Resolucion 0631 del 2015, a
excepcion del apartado de Fenoles totales, puesto que su concentracion se encuentra

en 0,56 mg/L, siendo superior al valor maximo permisible.

2.5. Origen de los fenoles en el efluente

Haciendo una revision de la lista de materias primas manejadas por la empresa
Laboratorios ESKO LTDA suministrada por ellos mismos, se encontré qgue manejan

algunos compuestos con presencia de fenol, como lo son:

e Triclosan
e Quinona
e Hidroquinona

e Cloruro de bencilo

El agua que se procesa en la planta de tratamientos de aguas residuales es la
proveniente de la limpieza de los equipos, algunas trazas de los compuestos son
arrastradas en la limpieza y se ven reflejadas en el agua que se produce, como el
sistema actual de tratamiento no contempla la remocién de dichos compuestos, se
incumple la normativa pertinente, como lo indica la caracterizacion realizada por el

laboratorio Analquim Ltda en 2019.
2.6. Cuantificacion de fenol

2.6.1. Kit de fenoles

Para la determinacion de la concentracion de fenoles se hizo la compra del kit K-
8012/R-8012 Phenol CHEMets® Kit, de la empresa CHEMetrics, ya que un laboratorio
externo requiere de al menos 1 L de muestra y los ensayos que se van a manejar
cuentan con solo 100 mL cada uno, y realizar la cuantificacién segun indica la NTC
4582 del 2015 no es posible por los impedimentos de la extraccion con cloroformo
ademas del volumen de agua minimo requerido, es por esto que se vio util el manejo

de este Kkit.
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El kit consta de dos comparadores, primero el comparador para concentraciones

mayores a 1 mg/L de fenol, como se muestra en la Figura 2.

Figura 2
Comparador kit de fenoles

|
Jd--
01 ST AREE R

3 4 6
Phenols, PPM (mgIL)

STORE IN CAT. NO.: C-8012
U Exp. Date: Feb.2023 Lot No.: 93207/4

Nota. Esta imagen muestra el comparador del kit K-
8012/R-8012 Phenol CHEMets® Kit para concentraciones
entre 1 mg/L y 12 mg/L.

El segundo comparador permite identificar concentraciones entre 0 mg/L y 1 mg/L de
fenol, con intervalos de 0,1 mg/L, como muestra la Figura 3, ninguno de los dos
comparadores es exacto, tanto por la sensibilidad del indicador como por la necesidad

de usar la vision como comparador.
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Figura 3
Comparador kit de fenoles

Nota. Esta imagen muestra el comparador del kit K-8012/R-
8012 Phenol CHEMets® Kit de fenoles para concentraciones
de O mg/Ly 1 mg/L.

Tiene, ademas, un envase de 25 mL que permite medir el volumen de la muestra
necesario, las instrucciones y una caja con 30 tubos de ensayo que contienen el
indicador y la 4-aminoantipirina necesaria para la identificacion del fenol, como se
muestra en las Figuras 4 y 5.

Figura 4

Escala del segundo comparador del kit de fenoles
1 mg/L

Nota. Esta imagen muestra la escala del segundo
comparador del kit K-8012/R-8012 Phenol
CHEMets® Kit de fenoles.
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Figura 5
Envase 25 ml del kit de fenoles

Phenols CHEMets® Kit
K-8012/R-8012: 0-1&0-12 ppm

Safety Information

Nota. En esta imagen esta el envase de 25 ml con
el cual se permite medir el volumen de la muestra
de agua.

Figura 6
Tubos de ensayo kit de fenoles

C CHEMetnfs

self-Filling Ampoules
For Colorimetric Analysis

Phenols
R-8012

www.chemetrics.com

Nota. En esta imagen se observa los tubos
de ensayo del kit K-8012/R-8012 Phenol
CHEMets® Kit de fenoles, que contienen
en su interior un indicador y en la punta 4-
aminoantipirina para la identificacion de
fenoles.
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Para su uso se deben medir 25 mL de la muestra, se disuelve el indicador agitando
el tubo de ensayo dentro de la muestra, y cuando este disuelto se rompe la punta del
tubo, para que automaticamente, por capilaridad, absorba la muestra, dentro del tubo
se encuentra la 4-aminoantipirina que reacciona con el fenol de la muestra, y se
colora, es necesario agitar durante 1 minuto antes de medir la concentracion con el

comparador correspondiente.

2.6.2. Concentracion Inicial

Se hizo la medicion de la concentracion inicial de fenol haciendo uso del kit, como
existe el problema que se menciond previamente respecto a la incertidumbre en la
medicion, y como se muestra en la Figura 7, se decidi6 trabajar con una concentracion

inicial de 0,1 mg/L de fenol.

Figura 7
Concentracion inicial de fenoles

Nota. En esta imagen se muestra que la
concentracion inicial de fenoles de la muestra
entregada por la empresa Laboratorios Esko LTDA
es de 0,1 mg/L.

Segun lo evidenciado en el diagnéstico, con la caracterizacion de las aguas residuales
realizada en un laboratorio externo en el afio 2019, se evidencia que el contenido de
fenol se encuentra fuera de los limites permitidos en la resolucién 0631 del 2015, con
una concentracion de 0,56 mg/L, por lo que se es necesario la implementacion de un

tratamiento adicional para la disminucion de este contaminante. A continuacion, se
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hara una breve descripcion de las diferentes tecnologias que actualmente son
utilizadas en la industria para la remocion de fenoles, con el fin de conocer que otras

alternativas se pueden contemplar como tratamiento.
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3. EVALUACION TEORICA DE LOS TRATAMIENTOS PARA LA REMOCION DE
FENOLES EN AGUAS RESIDUALES

Para la seleccion de estas tecnologias adicionales, se realizd una revision
bibliogréafica, acompafiada de una bibliometria, donde se filtraron articulos cientificos,
libros, capitulos de libros, revisiones, entre otros, ademas se hizo una filtracion por
afo, solo mirando publicaciones desde el 2007 al dia de hoy, asimismo que en su
resumen o “abstract”, se encontraran palabras como “phenol”, "waste water”,

"degradation”, "removal” y "treatment”.

La busqueda se realiz6 en la herramienta Scopus, aparte del filtro de afio de
publicacién y tipo de documento, que se mencionaron anteriormente, se filtré el area
de interés a los campos de “ciencia ambiental”, “ingenieria”, “quimica”, “ingenieria
quimica” y “ciencias agricolas y bioldgicas”, a continuacion, se muestran algunos de

los resultados obtenidos para las busquedas realizadas.

Figura 8
e 111 ” I13 JJ
Resultados de la busqueda con palabras clave ‘phenol” y “waste water
5560 document results Select year range to analyze: 2007 fo 2021
Author 4 Documents . Documents by author
Compare the document counts for up to 15 authors.
[ Han, H 21
Han H
[ Sayadi, S. 21
sayaci, 5. I
& Wang, w 10 Wang, W
Barver, Lo, I
=l Barber, LB ” xu. C
B xu ¢ p Barcois, D I
shi.s
B Barcels, D 15 wei,c.
B shs 5 Donysiou, DD. N

Mantzavinos, D. I
& wei,C " 0 2 4 6 8 10 12 14 16 8 20 2 24

Documents
[E Dionysiou, D.D. 13

[8] Mantzavinos D 137

Nota. La figura muestra los autores encontrados para la blusqueda con
las palabras clave “phenol” y “waste water”.

Los autores que han investigado sobre la presencia de fenoles en agua residual y su
tratamiento se mantienen constantes para las diferentes busquedas que se hicieron,
se resalta la presencia de Hongjun Han y Sami Sayadi quienes son los que mas

documentos tienen redactados dentro de la busqueda.
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Figura 9
Resultados de la busqueda con palabras clave ‘phenol”, “waste
water” y “degradation”

Select ye 3 s+ 2007 1 -
1692 document results elect year range to analyze: 2 ﬂ to 202 ﬂ Analyze
Year Documents +  Documents by year
200
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2020 184 175
2019 147 150
@
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100
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75
2015 a7
2014 100 50
2007 2008 2009 2010 201 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Year
2013 101
2012 06

Nota. La figura muestra la cantidad de documentos publicados en
los afios comprendidos entre 2007 y 2021 para las palabras clave
“‘phenol”, “waste water” y “degradation”.

Para todas las busquedas realizadas se ve un incremento en la cantidad de
publicaciones que se realizan afio por afio del tema de fenoles y su presencia en el
agua, esto demuestra el aumento de interés y relevancia que ha tenido el tema en la
actualidad.

Figura 10
Resultados de la busqueda con palabras clave “phenol”, “waste
water” y “treatment”

Select ye: ge to o 2007 2021 hd
3491 document results A— =
Country/Territory Documents . Documents by country or territory
Compare the document counts for up to 15 countriesfemitories.
[ china 1029

china |

[E United States S

United States NN
e 104 india I

Spain I
[E Spain a8
taly [

& tay e Cenada [N

South Korea N
[E Canada 9 France [N
[E South Korea il m—

Germany [N
[ France 107 0 100 200 300 400 500 600 700 800 800 1000 100
Documents

[® Brazi 106
® Germany

Nota. La figura muestra los paises de proveniencia de los
documentos publicados comprendidos entre 2007 y 2021 para
las palabras clave “phenol”, “waste water” y “treatment”.
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Para todas las busquedas se encontré que la mayoria de los documentos proviene
de China y son financiados por universidades o centros de investigacion chinos, le

sigue Estados Unidos e India.

Figura 11
Resultados de la busqueda con palabras clave “phenol’, “‘waste
water” y “removal”

2678 document results ——— kX

Subject area Documents Documents by subject area

Environmental Science 2054 R
Other (5 5%)

Agricultural an... (16%) ~
Medicine (1.9%)

Chemistry 6t
Immunoclegy and ... (2.6%)
Engineering (3.7%) ~

Biochemistry, Genstics and Molecular 267 Materials Scien.. (3.7%)
Biology Energy (6.2%)

Energy 296
Biochemistry, G (6 2%)

Matarials Science 176

Chemical Engineering

Envirenmental S... (43.1%)

Engineering 75 Chemical Engine _ (12 6%)

|
mmunology and Microbiology 122

Chemistry (12.8%)

Medicine

Nota. La figura muestra las areas de interés de los documentos
publicados en los afios comprendidos entre 2007 y 2021 para

las palabras clave “phenol”, “waste water” y “removal”.
Las areas de interés que corresponden a la mayoria de publicaciones son la ciencia
ambiental, quimica e ingenieria quimica, a pesar de que areas como bioquimica,
energias o ciencia de materiales tienen un aporte importante, no son areas de interés
para el proyecto, es por esto que se tuvieron en cuenta no mas los documentos

pertenecientes a las areas mencionadas previamente.

La primera busqueda que se hizo, usando las palabras clave “phenol” y “waste water”
fue la que mas documentos encontrd, con un total de 5560 documentos entre
articulos, revisiones, libros y capitulos de libro, cuando se empezaron a aplicar filtros
adicionales como las palabras “degradation”, “treatment” o “removal” se empezé a
reducir considerablemente la cantidad de documentos, llegando a un minimo de 1692

para la palabra “degradation”.

3.1. Tratamientos no biolégicos

Los tratamientos no bioldgicos o tradicionales se pueden dividir en métodos fisicos y
meétodos quimicos, cada tipo de tratamiento tiene sus respectivas ventajas y

desventajas en comparacion con otros métodos, ademas de limitaciones.

42



3.1.1. Tratamientos Fisicos

3.1.1.a. Coagulacion. Los materiales suspendidos en el agua provenientes de
actividades industriales en este caso deben ser removidos ya que causan una
disminucién de la calidad del agua al reducir la claridad (aumentando la turbiedad),
alterando el color, causando infecciones y cargando compuestos toxicos que pueden
ser absorbidos. Este proceso hace uso de coagulantes metalicos comunmente
basados en aluminio, el mas usado es el sulfato de aluminio, segun las caracteristicas

del agua se pueden usar cloruros de aluminio o aluminatos de sodio.

Esta aplicacion es usada debido al relativo bajo costo del material y a la simplicidad
de la aplicacion, sin embargo, presenta desventajas como el necesario ajuste del pH
antes o después del tratamiento, la alta sensibilidad a cambios de temperatura, el uso
de dosis mayores debido a la ineficiencia, la sensibilidad a las demas propiedades de

la muestra y la alta produccion de lodos.[23]

Para mejorar la eficiencia de estos procesos se han realizado investigaciones en la
polimerizacién de las sales de aluminio, estos compuestos presentan mayor eficiencia
en dosis bajas, un rango de pH y temperatura mayor en comparacion con las

soluciones de aluminio no polimerizadas.

La reaccibn mas importante es la hidroxilaciéon del aluminio, esta reaccion es
incontrolable y rapida y deriva en los cambios de pH de la muestra al final del proceso,
las sales polimerizadas eliminan estas reacciones, asi mismo reducen el impacto al

pH al final del tratamiento.[23]

Como indica Tzoupanos, a pesar de su mejora en las propiedades, la eficiencia de
los coagulantes prepolimerizados sigue siendo inferior comparada con los
polielectrolitos organicos, el aumento del peso molecular del polimero implica mejores
propiedades de floculacion, los coagulantes de nueva generacion siguen con este
concepto, agregar aditivos a una sal prepolimerizada para aumentar el peso molecular
sin comprometer la estabilidad de la molécula, los aditivos pueden ser de tipo

inorganico o de tipo organico.

A pesar que los biopolimeros son menos toxicos, se usan mas los polimeros sintéticos

ya que estos presentan mayor eficiencia como floculantes, principalmente debido a la
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posibilidad de controlar las propiedades como el nimero y tipo de unidades cargadas
y el peso molecular, ademas de ser mas econdémicos que los biopolimeros.[23]

Algunos de los polimeros sintéticos usados estan basados en la poliacrilamida y sus
copolimeros como el &cido poliacrilico, los méas comunes son poliacrilamidas

hidrolizadas y cloruro de polidiadildimetilamonio.

Los polimeros organicos no son usados generalmente como coagulantes primarios,
se usan principalmente como aditivos floculantes. A pesar de su eficiencia, estos
coagulantes tienen limitantes significativas, como el costo alto de tratamiento.
Considerando que ademas del precio del producto en si, este viene generalmente en
forma solida por lo que se debe invertir en una disolucion, aumentando asi el costo

global del tratamiento.[23]

Se hizo un estudio con agua residual de la industria cosmética de Polonia entre
octubre de 2011 y febrero de 2012, en esta fabrica se produce una gran variedad de
cosméticos como labiales, shampoos, jabones liquidos y cremas. Las muestras de
agua fueron tratadas por una electrocoagulacion seguido de una oxidacion
fotocatalitica con TiO2. Se prepararon 3 muestras usando diferentes coagulantes, en
la primera se us6 Al2(SOa4)s, en la segunda y tercera se usaron Brentafloc F3 y PAX16,
respectivamente, ambos son coagulantes que contienen sales de aluminio, la
correccion del pH se hizo después de la adicion del coagulante usando NaOH o

H2SO4 segun fuera necesario.

Para la muestra A se logré una remocioén del 74,6% de la Demanda Quimica de
Oxigeno, para la muestra B una remocion del 37,7% DQO y para la muestra C un

porcentaje de remocion del 74,0%.[24]

3.1.1.b. Adsorcion. Es considerado un fendbmeno natural, en el que las moléculas
disueltas se acumulan en la superficie de un material adsorbente. Este fenbmeno
ocurre cuando las fuerzas de atraccidon de la superficie del carbono sobrepasan las

fuerzas de atraccion del liquido en cuestion.

El carbén activado es usado como adsorbente en procesos de separacion y
purificacion en las industrias. Esta compuesto por una estructura homogénea micro
porosa con una gran superficie, mostrando una gran estabilidad a la radiacion. Existen

diferentes fuentes para la obtencion de carbon activado, se han realizado diferentes
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estudios en la busqueda de contribuir en la sostenibilidad ambiental y ofrecer
beneficios para futuras aplicaciones industriales. [25]

Esta tecnologia es altamente usada debido a las excelentes caracteristicas de
adsorcion del carbén activado, ademas del bajo costo de produccion de este, la
facilidad de operar con él y de las condiciones operativas. Como desventaja, el fenol
tiene un tamafo de particula relativamente pequefio, por lo cual puede penetrar
facilmente en estructura micro porosas, ademas que no todos los carbones activados
presentan el mismo tamafio de poro, lo cual influye en la cinética de adsorcion. Debido
a esto se han desarrollado diferentes alternativas de carbén activado, las cuales han
permitido que se observe una mejor adsorcion y una fuerte afinidad por los fenoles en

comparacion al carbon activado comercial. [26]

El mecanismo y la capacidad de adsorcién de los compuestos fendlicos en la
superficie del carbon activado estan influidos por las caracteristicas del adsorbato,
entre ellas esta el tamafio molecular, el cual define las caracteristicas del adsorbato
y la cinética de adsorcion, la solubilidad, que controla las interacciones hidrofébicas,
el valor de pKa, que rige las propiedades de disociacion del adsorbato en la solucion,

entre otras.

Otra opcion para realizar adsorcion es usando lodos secos, los cuales han tenido
eficiencia removiendo compuestos fendlicos de aguas residuales. Temperatura y pH
son dos parametros criticos que tienen un gran impacto en la eficiencia de la
adsorcion de los compuestos fendlicos usando lodos secos. El pH de la solucion
influencia significativamente en el proceso de adsorcion, ya que afecta el grado de
especiacion de los compuestos fendlicos, asi como a las propiedades superficiales el
lodo.[27]

3.1l.1c. Tecnologia de membranas. “Las membranas se emplean en
tratamientos de aguas residuales e industriales para la obtencion de efluentes de alta
calidad, previo a su vertido al medio natural, o para varias aplicaciones en reutilizacion

de agua, como una tecnologia que ahorra espacio”. [28]

En funcion del material de la membrana, las membranas pueden clasificarse en:

membranas cerdmicas, membranas poliméricas y membranas compuestas.
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Membranas ceramicas: estas presentan un buen rendimiento de filtracion debido
a su alta resistencia quimica, integridad, naturaleza inerte y facilidad de limpieza,
lo que conlleva bajos costes de operacion. Ademas, las membranas ceramicas
son altamente hidrofilicas, lo que las hace mas resistentes al ensuciamiento. Sin
embargo, su alto coste de fabricacion y su naturaleza fragil hacen que no se
puedan utilizar en diversas aplicaciones.

Membranas poliméricas: son los tipos de membranas mas comunes disponibles.
Las membranas poliméricas tienen una buena resistencia fisica y quimica, pero
son principalmente hidrofébicas. Algunos ejemplos de materiales de membranas
poliméricas son el fluoruro de polivinilideno (PVDF), la polietersulfona (PES), el
poliacrilonitrilo (PAN), la polisulfona (PS), el polietileno (PE), el butiral de polivinilo
(PVB), etc. Debido a su naturaleza hidrofébica, las membranas poliméricas
tienden a ensuciarse con facilidad, pero su uso esta muy extendido en la
actualidad debido a la facilidad de fabricacion del tamafio de los poros.
Membranas compuestas: son membranas producidas a partir de dos o mas
materiales para combinar los puntos fuertes de los materiales constitutivos en el
producto final. Normalmente, un material constituye la superficie activa y otra
forma la capa de soporte. En las aplicaciones de membranas compuestas, las
membranas hidrofébicas se recubren con un polimero hidrofilico para superar el

defecto de ensuciamiento. [29]

Otro factor importante en la elecciéon de la membrana es el tamafio del poro, las

membranas mas utilizadas en el tratamiento de aguas residuales se agrupan en dos:

Membranas porosas: estas emplean el tamizado o la exclusién de tamafio para
separar las particulas, en este grupo estan las membranas de microfiltracion,
ultrafiltracién y nanofiltracion de extremo suelto.

Membranas no porosas:. estas en cambio, aprovechan las diferencias de
difusividad o solubilidad entre el disolvente y el soluto en las membranas para la
separacion, en este grupo se encuentran las membranas de extremo cerrado y las

de osmosis inversa. [29]

En la degradacién de fenoles son una alternativa eficiente debido a su bajo consumo

de energia, su pequefa huella de carbono, la alta calidad de los efluentes y su facil
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ampliacion mediante modelos de membranas [30]. Las tecnologias de membrana mas

importante son:

Biorreactores de membrana extractiva (EMBR) y membranas de fibra hueca
Reactores de membrana fotocataliticos

a

b

c. Osmosis inversa
d. Nanofiltracidon
e. Pervaporacion
f.

Destilacion por membrana

Unos de los inconvenientes que presenta esta tecnologia y que “afecta la retencion
organizada por parte de las membranas, son las caracteristicas de la membrana, las
propiedades fisicoquimicas de los solutos, la quimica de la solucion y las condiciones
operativas” , en ciertas ocasiones se presenta un rechazo de los compuestos
fendlicos, esto se puede “atribuir en parte al caracter hidrofébico especifico, el tamafio
molecular y a las propiedades de denegacion de los electrones de estos compuestos”
[28]. Otro factor que influye es que el “agua de alimentacién a menudo es el efluente
secundario que contiene un alto nivel de actividad biolégica, lo que puede causar el
ensuciamiento de la membrana y el fallo irreversible del sistema’[31]. Otro elemento
para tener en cuenta de esta tecnologia es que esta limitado por su alto coste
operativo y de mantenimiento, ya que requiere una alta presion en el sistema y un

amplio pretratamiento. [32]

3.1.2. Tratamientos Quimicos:

3.1.2.a. Oxidacién Quimica. Los oxidantes quimicos permiten la descomposicion
de fenoles acuosos, este tipo de proceso tiene un bajo costo de energia y reactivos,
se puede operar a condiciones templadas (temperatura y pH), los quimicos mas
usados son ozono, cloro, dioxido de cloro, cloraminas, ferrato y permanganato. El
ferrato y permanganato son los mas estudiados debido a sus altos potenciales
reductores, el ferrato se reduce a hidroxido férrico, que tiene propiedades coagulantes
y floculantes. Por otro lado, el permanganato es relativamente econdmico, facil de
manejar (incluyendo el lodo producido), estable y no forma subproductos clorinados

0 bromados.[33]
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La oxidacion usando permanganato es efectiva removiendo disruptores endocrinos
como el bisfenol A, la velocidad de reaccion depende del pH y la temperatura, la ruta
de reaccion es similar a la ozonificacion del bisfenol A, donde el anillo de benceno se

ve afectado en las etapas iniciales de la oxidacion.[25]

Se hizo un experimento para probar la remocion del bisfenol A usando permanganato
de potasio, ambos de grado analitico, el permanganato estaba presente en una tasa
de 5 a 1 en comparacion con el bisfenol, a un pH de 7 y concentracion constante de
bisfenol A, la constante cinética de la reaccion aumenté linealmente a medida que
aumentaba la concentracién de Magnesio (VII). La temperatura tiene un papel muy
importante en la oxidacion de bisfenol A usando permanganato, la constante cinética

aumento significativamente en temperaturas entre 10 °C a 30 °C.[34]

3.1.2.b. Oxidacién Electroquimica. Este método es una alternativa a la oxidacién
guimica, difiere en que no es necesario el uso de un reactivo, pero aumenta los costos
de equipos y energia, este tratamiento se divide en oxidacion directa e indirecta. La
directa o anddica sucede durante una absorcion de contaminantes en la superficie del
anodo. Se usan diferentes materiales para el anodo, tales como platino, di6xido de
plomo, di6xido de estafio, didéxido de iridio y BDD (boron doped diamond), algunos
parametros como la densidad, pH, el mismo material y los electrolitos usados afectan
la eficiencia del tratamiento.[35]

La indirecta toma ventaja de reactivos intermediarios para afectar la transferencia de
electrones entre el electrodo y el contaminante, previniendo las incrustaciones en el
electrodo por parte de los contaminantes. La presencia de iones cloruro mejoran la
remocion de los compuestos fendlicos a través del proceso de oxidacion

electroquimica por cloro activado, que permite la formacién de Clz2 o CIO".[25]

Se realiz6 una investigacion para determinar el desempefio de un sistema
electroquimico de oxidacion para la remocién de m-cresol en agua, usando un anodo
de Ti/son2-Sb20s-1rO2 y un catodo poroso compuesto de grafito, un nanotubo de
carbono y PTFE (politetrafluoretileno). La produccion de H202 por reduccion de Oz
usando los catodos fue medida a un pH de 3, se obtuvo una mejor obtencion cuando

el potencial catodico era negativo (-1,0 V).

El tratamiento de 100 mg/L de m-cresol se realizdé con diferentes concentraciones
iniciales de Fe2* a un potencial catodico de -1,0 V, se monitore0 el deceso de la
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concentracion de m-cresol llegando a un pico a los 7,25 minutos, la descomposicion
del compuesto se da por la accion combinada de la oxidacion electro-Fenton y la
oxidacion anionica en la presencia de Fez", la degradacion mas rapida de m-cresol se
logra con una concentracion de 22,4 mg/L de Fez*. Durante el proceso se forman
algunos subproductos, como el &cido glicolico, 2-metilhidroquinona y 2-metil-p-

benzoquinona que fueron completamente removidos a lo largo de la oxidacion.[36]

3.1.2.c. Procesos Avanzados de Oxidacion. Estos procesos son una serie de
técnicas que tienen la caracteristica comuan, que forman radicales hidroxilo (-OH) [25]
para impulsar los procesos de oxidacion, estos radicales son capaces de mineralizar
la mayoria de los compuestos organicos, incluidos los fendlicos[25]. Los radicales
hidroxilos son especies reactivas, que atacan a la mayor parte de las moléculas
organicas con constantes de velocidad generalmente del orden de 106 — 109 M s,
[37]

Un objetivo de la utilizacibn de los procesos avanzados de oxidacién es la
mineralizacién de los contaminantes a diéxido de carbono, agua y compuestos
inorganicos o, al menos, su transformacion a productos inocuos. Estos procesos
ofrecen varios métodos alternativos de producciéon de radicales hidroxilo, lo que
permite un mejor cumplimiento de los requisitos especificos de tratamiento [37].
Tienen como ventaja que pueden funcionar con menos requisitos energéticos que la
oxidacion directa [38], ademas de que pueden trabajar a temperaturas y presiones

cercanas a la ambiente

Estos incluyen tratamiento con ozono, la degradacion fotocatalitica, el proceso

Fenton, la oxidacion por aire himedo y el tratamiento con UV/H20. [30]

3.1.2.c.i. Oxidacion Fenton. “Es uno de los métodos mas eficaces de oxidacion de
contaminantes organicos, ha mostrado ser eficaz en el tratamiento de diversos
componentes de las aguas residuales industriales, como las aminas aromaticas, una
amplia variedad de colorantes, asi como muchas otras sustancias, como, por ejemplo,
pesticidas, tensoactivos” [39] y fenoles. El proceso Fenton, es una reaccion entre el
peroxido de hidrégeno y el hierro para generar radicales hidroxilo, en condiciones
acidas [40]. Este proceso puede ser usado como pretratamiento para reducir la

toxicidad de los contaminantes. [25]
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“Se utiliza eficazmente para destruir contaminantes organicos e inorganicos utilizando
la capacidad de oxidacion de los radicales hidroxilo generados a partir de la

destruccion catalitica del H202 por el ion hierro” [40].

“‘Este proceso ha sido aplicado en aguas residuales industriales, como industrias
guimicas, farmacéuticas, textiles, de pulpa de papel, cosmética, y ha dado como
resultado una reduccion significativa de la toxicidad, una mejora de la

biodegradabilidad y la eliminacion del color y el olor”. [38]

Esta tecnologia depende en gran medida del pH de la solucidn, principalmente por
los factores de especiacion del hierro y del perdxido de hidrégeno. Se ha descubierto
gue el pH 6ptimo para estas reacciones esta en torno a 3. A un pH inferior se observa
una disminucién de la eficacia de la degradacién, ademas, que las velocidades de
reaccion disminuyen de igual forma, pero a un pH superior el potencial de oxidacion
de los radicales hidroxilo disminuye, ademas que la auto descomposicion del peréxido
de hidrégeno se acelera por la presencia de iones H* [41]. Por lo tanto, se requiere
un control adecuado del pH para aumentar la eficiencia el proceso.

Por otro lado, la tasa de degradacion aumenta con el incremento de la concentracion
de ion ferroso sin exceder los limites, puesto que conduciria a un aumento de la
cantidad no utilizada de sales de hierro, lo que produciria un aumento del contenido
total de solidos disueltos de la corriente y efluentes [41]. Otro factor importante en la
eficiencia global de degradacion de este proceso es la concentracién de peroxido de
hidrégeno, normalmente se ha observado que el porcentaje de degradacion del
contaminante aumenta con el incremento del peréxido de hidrégeno [41] pero no se
recomienda una cantidad excesiva puesto que esto aumenta el DQO, lo que puede
ser perjudicial para muchos organismos, ademas que puede generar la eliminacion

de radicales hidroxilo. [38]

Las principales razones por las que este proceso es altamente usado es su alta
eficiencia de la mineralizacién que permite la transformacién de los contaminantes
organicos en CO:2 no toxico, tiene un tiempo de reaccion menor al de otros procesos
de oxidacion avanzada, los radicales hidroxilo se generan a presion y temperatura
ambiente [37], lo cual evita costos adicionales en instalaciones y equipos, por otro
lado una de las ventajas que presenta este proceso es que no es necesario ningun

aporte de energia para activar el peréxido de hidrogeno [39], lo que generaria

50



mayores costos. Al mismo tiempo, este meétodo ofrece una fuente rentable de
radicales hidroxilo, utilizando reactivos faciles de manejar[39], conseguir y almacenar,

son seguros y no causan dafios al medio ambiente. [41]

Una de las desventajas mas relevantes de este proceso, es el coste de los reactivos,
H202, Fe?* y aunque este proceso tiene una alta eficiencia de oxidacién, su funcién
esta limitada por la produccion final de lodos de hierro férrico [40], lo que presenta
varios inconvenientes econémicos y medioambientales [41]. Por otro lado, este
proceso produce una contaminacién adicional del agua causada por el catalizador
utilizado, como sal de hierro, que no puede ser retenido en el proceso [39], asimismo
el desperdicio de oxidantes debido al efecto de barrido de radicales del peréxido de

hidrégeno y su descomposicion, son factores que delimitan este proceso. [41]

Existen diferentes variantes de la oxidacion Fenton que son utilizadas para la
degradacion de contaminantes en las aguas residuales industriales, como por ejemplo
los fenoles, entre ellas estan el proceso Foto-Fenton, Sono-Fenton, Electro-Fenton,
aunque estas no son las Unicas variaciones que se presentan en esta tecnologia,
puesto que entre ellas pueden existir posibles combinaciones, que pueden aumentar
la eficiencia del proceso en la degradaciéon de compuestos contaminantes en aguas

residuales industriales.

3.1.2.c.ii. Ozonificacibn. En este proceso, las moléculas de ozono actian
directamente sobre los sitios nucledfilos y los enlaces insaturados de los compuestos
organicos [42]. “Se pueden considerar dos posibles acciones oxidantes, la primera o
método directo, implica la reaccion entre los compuestos disueltos por el ozono, el
segundo o método radical, se dan reacciones entre los radicales hidroxilo generados

en la descomposicion del ozono y los compuestos disueltos.[38]

La ozonificacion se utiliza en muchas plantas de aguas residuales como tratamiento
terciario y también para la oxidaciébn de contaminantes organicos de efluentes
industriales o agricolas [39], ayuda en los procesos de coagulacion y filtracion, y como
primera barrera para los microorganismos [43]. Esta tecnologia implica la reaccion
directa entre el ozono molecular (O3) y los compuestos disueltos o la posterior
transformacion del Os en oxidantes como radicales hidroxilo, radicales

hidroperdxidos, entre otros, que luego reaccionan con los compuestos obijetivo. [25]
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“El ozono en condiciones estandar de temperatura y presion tiene una baja solubilidad
en el agua, es inestable y tiene una vida media de pocos minutos, por lo tanto, para
tener la cantidad necesaria de esta sustancia en el medio de reaccion hay que utilizar
una cantidad mayor” [39]. Es de los oxidantes mas potentes y eficaces que se han
empleado en la industria [43], la dosis de este compuesto depende de una serie de
factores, siendo el mas importante el tipo de efluente que se trata, estudios anteriores
han demostrado que las dosis de ozono oscilan entre unos pocos mg/L y mas de 10

mg/L para los efluentes primarios. [44]

“Esta técnica es eficaz en muchas aplicaciones, como la eliminacion del color, la
desinfeccién, la eliminacion del olor y el sabor, la eliminacibn de magnesio y
compuestos organicos” [39]. En una investigacion realizada por Miksch se determin6
la eficacia de varios procesos de oxidacidon avanza para los “nonilfenoles (NP), para
la ozonificaciébn se encontré que la descomposicion dependia de la concentracién
inicial de ozono, se inicié con una concentracion inicial de NP de 10 mg/L con dosis
de ozono de 0,8, 1 y 2 mg/L y se consiguidé eliminar el 45 %, 52% y 60%,

respectivamente de NP en 3 minutos de reaccion”. [25]

La reaccion entre el fenol y el ozono se produce rapidamente [43]. Este proceso
funciona con valores altos de pH, ya que la reaccion se produce en un régimen
controlado por difusion, el empleo de un eyector para la introduccién del ozono puede
acelerar la reaccion, debido a una transferencia de masa de ozono mas rapida [43].
Aungue con el uso de ultrasonidos se puede obtener un mayor aumento de la

conversion del fenol, pero, esto es mas aplicable a un pH neutro. [43]

Una de las ventajas que presenta esta tecnologia es que, al igual que el peréxido de
hidrogeno y el oxigeno, no introducen iones adicionales en el medio [39], ademas de
esto se descompone en oxigeno sin producir subproductos derivados de la reaccion

de oxidacion. [38]

La mayor desventaja de esta tecnologia es que al usar el 0zono como compuesto
principal, este tiene que ser producido in situ, por lo tanto, el costo de esta sustancia
es muy elevado. Ademas, al tratarse de un gas, hay que prever un sistema de
recuperacion que encarecera alun mas el sistema de obtencion[39], por lo tanto, el

coste energético de la ozonizacion puede limitar muchas aplicaciones practicas [38].
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Asimismo, este proceso puede producir subproductos cancerigenos, lo que aumenta

la contaminacién ambiente y limita ain mas sus aplicaciones. [30]

3.1.2.c.iii. Degradacion Fotocatalitica. La fotocatdlisis es un proceso en el cual una
sustancia se activa al absorber un foton, acelerando asi una reaccion, sin consumir el
fotdn, esto se da en presencia de un catalizador semiconductor como lo es el TiOz,
ZnO, Fe203, CdS o ZnS [45]. Su mayor ventaja es que la mayoria de contaminantes

organicos pueden ser mineralizados hasta CO2 y acidos minerales.[46]

La fotocatélisis heterogénea usando UV/TIO2 es de las mas comunes y se basa en la
absorcion de fotones con energia mayor a 3.2 eV a longitudes de onda menores que
390 nm.[45]

Existen algunos factores que pueden afectar el rendimiento de la degradacion, la
cantidad de TiO2 es directamente proporcional a la tasa total de reaccion fotocatalitica
pero cuando el TiO2 alcanza un nivel de saturacion el coeficiente de absorcion de
fotones luminicos disminuye al crear un efecto de pantalla luminica que reduce la
eficiencia de la oxidacion, se debe determinar previamente el diametro del reactor
para garantizar una absorcion de fotones satisfactoria y no incurrir en este tipo de
efectos. El pH es otro factor que influye en el rendimiento ya que el proceso
fotocatalitico es fuertemente dependiente del pH del medio, para el TiO2 se usa
comunmente a pH de 6,9 aunque la maxima capacidad oxidativa del titanio se obtiene
en pH menores, es por esto que es necesaria una buena seleccion del pH al que se

va a realizar el proceso.[45]

Al aumentar la temperatura del proceso generalmente resulta en un aumento en la
actividad fotocatalitica, sin embargo, a temperaturas mayores a 80 °C, se favorece la
recombinacion de portadores y se desfavorece la adsorcion de compuestos organicos
sobre la superficie del titanio.[47] A temperaturas bajo 0 °C se aumenta la energia de
activacion, por lo que se recomienda una temperatura entre 20 y 80 °C. La naturaleza
de los contaminantes es otro factor a tener en cuenta, algunos compuestos como el
4-clorofenol requieren de mas tiempo para oxidar debido a los multiples intermediarios
gue se forman durante la degradacion. Algunos iones inorganicos como el magnesio,
hierro, zinc, cobre, bicarbonato, fosfatos, nitratos, sulfatos y cloruros pueden ser
adsorbidos por la superficie del TiO2, reduciendo la eficiencia del proceso

fotocatalitico. [45]

53



3.1.2.c.iv. Oxidacion con aire humedo. La oxidacion con aire himedo es un proceso
basado en una reaccion a alta temperatura y alta presion de los compuestos oxidables
en un agua residual en contacto con aire u oxigeno, generalmente en un reactor de
columna de burbujeo, es posible la realizacion de este proceso usando catalisis

heterogénea u homogénea.[48]

La oxidacion humeda (mas de 120 °C) es una buena alternativa para tratar las aguas
con alto contenido organico de industrias como la farmacéutica o la refinacién
guimica. Los compuestos organicos se convierten en sustancias facilmente
biodegradables o completamente mineralizadas, mientras que los compuestos

inorganicos se convierten en su forma mas oxidada, como los sulfitos o sulfatos. [48]

La oxidacién catalitica con aire humedo permite realizar el proceso a presiones y
temperaturas mas bajas, las sales metélicas (como las de cobre o hierro) mejoran
considerablemente la velocidad de reaccion, pero es necesario un postratamiento
para separar y reciclarlas. Se pueden usar sales metalicas, 6xidos metalicos o
metales puros, depende del tipo de compuesto que se desea degradar, los metales

depositados en soportes estables son menos propensos a lixiviar. [48]

Para remover fenol se puede usar aire como oxidante y cobre como catalizador en un
reactor de lecho de goteo a 120-160 °C y una presion del oxigeno de 6-12 bar. Se
realiz6 un estudio para comparar la eficiencia del proceso usando como catalizadores
cobre (Cu0803) y carbdn activado. Se realiz6 a una temperatura de 140 °C y presion
del aire de 4,7 Mpa. Se midi6 la vida util de ambos catalizadores, el de cobre presenta
una vida util baja debido a su poca estabilidad en un medio acuoso, acido y caliente,
después de un corto periodo de tiempo la maxima remocion de fenol que se logro fue
del 78% y luego decrecié a un 30%. El carbén activado da una mayor remocion de
fenol, desde un 100% hasta un 48%, sin embargo, el carbon también se oxida durante
el proceso, consumiéndolo, siendo esta una de las razones de la disminucion de

remocion.[49]

3.1.2.c.v. UV/H202. El peroxido de hidrogeno y ozono han sido usados como
oxidantes en diferentes procesos de tratamiento de agua, sin embargo, estos
compuestos sin la presencia de luz ultravioleta (UV) presentaron velocidades de
reaccion menores. El objetivo de este proceso es generar radicales hidroxilos para

lograr una completa destruccidon de los compuestos organicos. El tratamiento usando

54



o0zono es efectivo, pero tiene inconvenientes como que el 0zono es un gas inestable
gue debe ser producido y utilizado en el mismo sitio, se requiere un equipo especifico
gue permita la transferencia del ozono al agua. En cambio, el peréxido de hidrogeno
es mucho mas facil de almacenar y transportar, ofreciendo una mejor alternativa al

proceso.[50]

El peroxido ha sido efectivo en el tratamiento de compuestos refractarios como las
nitrosaminas, alifaticos halogenados, organicos aromaticos como benceno, tolueno,
clorobenceno, fenol, clorofenol y otros. La transmitancia del UV en el agua es un
paradmetro importante ya que afecta el rendimiento de la oxidacion, este parametro se
ve reducido por la turbidez o compuestos organicos e inorganicos coloreados. Una

baja transmitancia vuelve el proceso fotooxidativo muy costoso e impractico. [50]

Este proceso es costoso por el alto consumo de oxidantes ademas de energia,
sumado con los problemas de manejo que presenta el ozono, las reacciones suelen
ser més rapidas y efectivas en la fotocatdlisis, reduciendo el campo de trabajo de la

oxidacion con luz ultra violeta.[51]

3.2. Tratamientos bioldgicos

La biodegradacion es uno de los métodos mas estudiados para la destruccién
completa de los contaminantes organicos. Los microorganismos desempefian un
papel fundamental en este problema, a pesar de las propiedades téxicas de los
fenoles, varios microorganismos utilizan esta sustancia como fuente de carbono y
energia para su supervivencia y crecimiento, estos pueden ser bacterias, levaduras,
algas u hongos. La biodegradacion de compuestos fendlicos ha sido altamente

estudiada con varios tipos de microorganismos.

En muchas ocasiones los métodos quimicos o fisicos, no destruyen completamente
los compuestos contaminantes, sino que los transforman en otro. La biodegradacion
se prefiere generalmente debido a la disminucién de los costes y la posibilidad de una
mineralizacion completa [52]. El fenol, un hidrocarburo aromético, es degradado por
varios microorganismos, que lo utilizan como fuente de carbono para el crecimiento

de los organismos. [52]

“Las actividades de biodegradacion de los microorganismos han cobrado especial

actualidad debido a la creacion de compuestos que no pueden degradarse de forma
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natural como los polimeros sintéticos, colorantes, pesticidas, productos
farmacéuticos, etc. La mayoria de ellos son estables por lo que se necesita de mucho

tiempo para su biorremediacion”.[53]

“Los parametros mas importantes que afectan el porcentaje de biodegradacion del
fenol son las concentraciones del contaminante, la biomasa viable, la existencia de
inhibidores, la temperatura, el pH, la terminacion microbiana y la adaptacion

microbiana’. [52]

El fenol y sus derivados no son facilmente biodegradables porque son téxicos para la

mayoria de los microorganismos en altas concentraciones.

3.2.1. Hongos

“Los hongos son microorganismos de vida libre, y por lo general, viven en el suelo y
en regiones de baja humedad relativa, estan muy extendidos en la naturaleza y se
consideran los principales descomponedores del mundo, ya que son los responsables

de la oxidacion de los materiales organicos muertos”. [54]

“Los hongos se emplean potencialmente en muchos procesos biolégicos que incluyen
la produccién de acidos organicos, enzimas, hormonas, antibioticos, esteroides y el
tratamiento de problemas medioambientales. Son también biodegradadores muy
eficaces, producen una amplia gama de enzimas extracelulares que son capaces de

degradar los compuestos organicos de las aguas residuales”. [54]

Los hongos desempefian un papel importante por su capacidad de eliminar
compuestos peligrosos del agua, los géneros mas comunes en la biodegradacién son
Alternaria, Aspergillus, Candida, Cephalosporium, Cladosporium, Fusarium,
Geotrichum, Gliocladium, Mucor, Paecilomyces, Penicillium, Pleurotus, Polyporus,
Rhizopus, Rhodotolura, Saccharomyces, Talaromyces y Torulopsis [55]. Hay
microorganismos tanto aerébicos como anaerdbicos que son capaces de completar

el proceso de degradacion de fenol. [53]

“La capacidad de la mayoria de los hongos de producir enzimas extracelulares para

la asimilacion de carbohidratos complejos hace posible la degradacion de una amplia

gama de contaminantes. También tienen la ventaja de ser relativamente faciles de

cultivar, por lo que son adecuados para la produccion a gran escala” [55], por otro

lado, “es facil la separacion de la biomasa fungica por filtracion debido a su estructura
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flamentosa. En comparacion con las levaduras, los hongos son menos sensibles a

las variaciones de nutrientes, pH y temperatura”. [55]

“Una forma de mejorar la degradacion de estos compuestos es inocular el medio con
un solo microorganismo conocido para degradar el fenol. Durante los procesos
industriales se forman otros compuestos toxicos que dan lugar a una composicion
multicomponente de las aguas residuales, por lo tanto, las cepas utilizadas para la
descontaminacién no solo deben estar muy activas para uno de los contaminantes,
sino que también deben ser resistentes al resto de los contaminantes o poseer

diferentes capacidades de biodegradacion”. [56]

Ademés de las bacterias, los hongos son conocidos por su diversidad y notable
capacidad para degradar compuestos fendlicos, son capaces de ampliar la
localizacion de su biomasa mediante el crecimiento de hifas, pueden crecer en
condiciones de estrés ambiental, como la baja disponibilidad de nutrientes, la baja
actividad del agua y en valores bajos de pH, donde el crecimiento bacteriano puede
ser limitado [52], por su actividad enzimética permiten su adaptacion a entornos

desfavorables, incluidos los que contienen contaminantes altamente toxicos. [30]

Las cepas de hongos usadas para la degradacion de fenoles que se han estudiado

se encuentran en la siguiente tabla:

Tabla 4

Lista de hongos empleados para degradar compuestos fendlicos.

No.1 Compuestos fendlicos Cepa
1 Phenol Fu_s_a_rlum sp., Asperglllu_s sp.,

Penicillium sp., and Graphium sp.
2 Phenol Trametes
3 Phenol Aspergillus niger
4 Phenolic resin Phanerochaete chrysosporium
5 Phenol Aspergillus fumigatus
6 Phenol Paecilomyces variotii JH6.
4 Gallic, protoc_atechmc, vgnllllc_, syringic, Fusarium flocciferum
Caffeic, and ferulic acids
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Tabla 4 Continuaciéon

8 Phenol Macrote_rmes gilvus a_nd a
Termitomyces strain

9 Phenol Penicillium sp.

10 Chlorophenols Trametes villosa

11 Phenol and p-cresol Phanerochaete chrysosporium

12 Phenol Fusarium flocciferum

13 Phenol and p-cresol Scedosporium apiospermum

14 Phenol and p-cresol 4 ethyl phenol Aspergillus fumigates

Nota. Esta tabla muestra las diferentes cepas de hongos que han sido usadas por
diferentes investigaciones en la degradacién de compuestos fendlicos. Tomado de T.
Singh, A. K. Bhatiya, P. K. Mishra, and N. Srivastava, An effective approach for the
degradation of phenolic waste: Phenols and cresols. Elsevier Inc., 2019.

3.2.2. Bacterias

Las bacterias tienen la capacidad de fijar nitrégeno en el suelo, favoreciendo el
crecimiento de las plantas que se encuentran en el mismo medio, la energia
metabdlica requerida para este proceso proviene de la oxidacion de materia organica.
Los procariotas autétrofos y heterétrofos contribuyen a la formacion de grandes
cantidades de nitrégeno reactivo por medio de la fijacion de nitrdgeno. La velocidad
de degradacion depende de la poblacion microbiana y de la cantidad de xenobiéticos
presentes.[57]

La degradacion de fenoles por bacterias es mas eficiente que por otros
microorganismos, es por esto que tienen un gran valor en la remocion de toxinas

ambientales.

La mayoria de contaminantes organicos pueden ser degradados bajo condiciones
aerObicas, inicialmente, los contaminantes son activados y oxidados
intracelularmente por medio de reacciones enzimaticas catalizadas por peroxidasas
y oxigenasas. Una monooxigenasa fenol hidroxilasa inicialmente monohidroxila el

anillo aroméatico, produciendo catecoles (pirocatecoles), que son los intermediarios
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principales obtenidos de la actividad metabdlica del fenol usando diferentes

microorganismos.[58]

La degradacién anaerdbica de compuestos arométicos es menos efectiva que la
degradacion aerobica y solo una poca cantidad de bacterias han sido estudiadas.
Estos microorganismos usan los compuestos aromaticos como fuente de carbono
celular y de energia. Se han identificado tres rutas principales de degradacion de
compuestos aromaticos mononucleares: resorcinol, benzoil-CoA vy floroglucinol, una
caracteristica general entre estas rutas es la naturaleza reductora del proceso, a

diferencia del ataque oxidativo que se da durante la degradacion aerobia.[30]

-Il_-ias?alladg algunas bacterias usadas para degradar compuestos fendlicos

No. Compuesto fendlico Bacteria

1 m-Cresol y p-Cresol Pseudomonas putida NCIB9869
2 p-Cresol Desulfobacterium cetonicum

3 2-clorofenol, fenol y p-Cresol Rhodococcus erythropolis M1

4 Fenol y Catecol Pseudomonas putida MTCC 1194
5 Fenol Pseudomonas aeruginosa NCIM 2074
6 p-Cresol Bacillus sp. Strain PHN 1

7 o-Cresol Pseudomonas sp.

8 Fenol Bacillus brevis

9 Fenol Burkholderia sp

10 Fenol Microbacterium phyllosphere
11 Fenol Acinetobacter sp. W-17

12 Fenol Ralstonia eutropha

13 Fenol Nocardia sp

14 Fenol Comamonas testosteroni P15

Nota. Esta tabla muestra algunas de las diferentes especies de bacterias que se
pueden usar para la degradacion de compuestos fendlicos. Tomado de T. Singh,
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A. K. Bhatiya, P. K. Mishra, and N. Srivastava, An effective approach for the
degradation of phenolic waste: Phenols and cresols. Elsevier Inc., 2019.

3.3.Discusién

A continuacion, en la Tabla 6, se presenta una recapitulacion de las tecnologias
tenidas en cuenta a lo largo del capitulo

Tabla 6

Tabla comparativa de las diferentes tecnologias consultadas durante el capitulo.

altos,

Tecnologia de Ventajas Desventajas Porcentajes de
remocion Principales Principales Remocion
Ajuste de pH
necesario (antes o
. después), alta
Bajo costo de p. ..)
material sensibilidad a 74,6%[24]
Coagulacion simplicidad de | CaMbios de 75%][59]
PICIC temperatura, uso de 67%([59]
aplicacion h
dosis mayores por
ineficiencia, alta
produccion de lodos
El fenol tiene un
tamafio de particula
. relativamente
Bajo costo  de equeio porque lo 64% [28]
Adsorcion | produccién,  facil ped porg 95% [26]
., puede penetrar
operacion L
facilmente en las
estructuras
microporosas.
Bajo consumo de | Elevados costos de
energia, pequefia | inversion, operacion 80%[60]
Membranas huella qle carbono, |y . mantenimiento, 87,34%][61]
alta calidad de los | posible 75%][62]
efluentes y facil | ensuciamiento de la
aplicacion. membrana
. Se requiere una
Bajo costo . -
-~ seleccion especifica
S energético y de , .
Oxidaciéon reactivos, se puede del reactivo segun el
o ’ compuesto que se 73,8%][34]
gquimica operar a pH vy
desee remover,
temperatura . .
. . costos de inversion
intermedia
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Tabla 6 Continuacion

Oxidacion

electroquimica

No requiere
reactivo

Alto costo
energético y de
equipos

92%[63]
60%[64]

Alta eficiencia en la
transformacion de
los contaminantes
toxicos, menor

Alto costo de los
reactivos,

i P4 tiempo de reaccion | problemas
Oxidacion p C p . . 97,596[40]
en comparacion a | medioambientales.
Fenton o 71%][65]
otros procesos de | Contaminacion
oxidacién adicional por el uso
avanzada, buenas | de catalizadores.
condiciones de
operacion.
Costo del ozono,
muy elevado, el
No roduce costo de
Ozonificacion P recuperaciéon  del 60%][25]
subproductos
ozono es elevado,
costo energeético
muy alto.
El TiO2 puede
saturarse
reduciendo la
eficiencia, el pH y
temperatura afectan
1A . .. 0,
Degradacion | vgjocidades  de | el rendimiento del 60%[66]
" ., . 33%][67]
fotocatalitica | reaccioén altas proceso, el tiempo
del proceso
depende de Ia
naturaleza del
compuesto a
degradar
Alto consumo
. energético, requiere
i P& Facilidad en de ur?asecuen?:iade
Oxidacion con | gptener S 94,8%(48]
. , separacion 90%[68]
aire himedo | compuestos : 0
posterior, se 78%[49]
degradables .
requiere un
catalizador
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Tabla 6 Continuacion

El ozono es un gas
inestable y requiere
un manejo
: ifi I
Efectivo en eSp?CI 'c0, a
iratamient q turbidez y .
UV/H202 ratamiento € compuestos 93%[51]
compuestos 100%[50]
. colorados afectan la
refractarios . :
transmitancia de la
luz UV en el agua,
alto consumo de
oxidantes y energia
Facilidad al cultivar
la cepa, menor . :
. Requiere un manejo
sensibilidad a| : 96,5%[69]
H o mas cuidadoso para '
ongos variaciones en evitar contaminacion 99,8%(70]
condiciones de 95%(71]
-, de la cepa
operacion,
eficiencias altas.
Eficiencias altas,
no requiere de | Requiere un manejo
- reabastecimiento mas cuidadoso para 93%[72]
Bacterias , , o 100%[73]
de reactivos | evitar contaminacion
, 99,9%[74]
potencialmente de la cepa
toxicos

Nota. Esta tabla muestra una recopilacion de las ventajas y desventajas principales
de cada una de las tecnologias que se tuvo en cuenta durante la revision bibliogréfica.

Las diferentes tecnologias presentan resultados favorables en el proceso de remocion
de fenoles, manteniéndose al margen del contexto de cada uno de los experimentos
realizados por cada tecnologia, pero en general los tratamientos biol6égicos mantienen

unas eficiencias bastante altas.

Teniendo en cuenta las diferentes ventajas y desventajas identificadas en la Tabla 6,
se puede ver que los métodos no biolégicos incurren en formacioén de subproductos
gue deben ser tratados ya que su acumulacion puede ser téxica o pueden contaminar
el agua que se desea tratar, también requieren inversiones en reactivos y equipos,
gue implican a su vez consumos energeéticos, incluso pueden implicar la necesidad
de un espacio fisico necesario mas grande para poder instalar las diferentes etapas

necesarias en el proceso.
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Laboratorios ESKO LTDA es una empresa a favor de la minimizacion del impacto
ambiental, promoviendo el uso de tecnologias amigables con el medio ambiente, por

lo que algunos de los tratamientos previamente nombrados se vuelven inviables.

Los procesos biologicos presentan la alternativa de ser renovables e incluso
autosuficientes, la produccién constante de biomasa esta ligada al consumo del
componente que se desea remover del agua, eliminando los costos de reactivos
guimicos, posiblemente toxicos, el espacio para el almacenamiento es mas reducido,
y aunque es necesario un estricto manejo de la inocuidad para evitar contaminar las

cepas, los rendimientos que ofrecen estos tipos de proceso son bastante elevados.
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4. SELECCION DE UN TRATAMIENTO BIOLOGICO PARA LA DEGRADACION
DE FENOLES EN AGUAS RESIDUALES PARA LA EMPRESA
LABORATORIOS ESKO LTDA.

4.1. Construccion de la matriz de seleccidn

Laboratorios Esko Ltda es una empresa que promueve el uso de tecnologias
amigables con el medio ambiente y el grupo de investigacion tiene sus criterios por lo
gue se realiza una matriz que permite seleccionar el tratamiento que mas favorece

las necesidades e intereses de ambas partes.

4.1.1. Criterios de seleccion

Para lograr seleccionar un tratamiento adecuado se hace uso de una herramienta
cuantitativa y cualitativa conocida como Método Pugh, que permite comparar las
opciones empleando una matriz de seleccion. Primero se establecen unos criterios
gue evaluaran las tecnologias tenidas en cuenta en el capitulo anterior para llegar a

una opcioén final, estos criterios son:

e Inocuidad: Este criterio permite clasificar que tan inocuo es un microorganismo
para implementarlo en un tratamiento sin afectar negativamente otro parametro
gue se deba cumplir en la normativa como la DBO.

e Capacidad de degradacion de compuestos aromaticos: Este criterio permite
identificar la tolerancia y capacidad de degradaciéon de un proceso sobre altas
concentraciones del compuesto contaminante.

e Colonizacion de un sustrato lignocelulésico: Este criterio permite establecer la
capacidad de inmovilizacion de un microorganismo en un material soporte
biodegradable.

e Patogenicidad: Este criterio permite clasificar los microorganismos segun sus
propiedades patogénicas que pueden ser un problema tanto en el manejo del
microorganismo como en la contaminacion y posterior descarga de efluentes.

e Semillero de investigacion: El grupo de trabajo con el que se realizo el proyecto
tenia preestablecido hacer uso de un tratamiento bioldgico.
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4.1.2. Matriz

En la Tabla 7 se le otorga un valor porcentual a cada uno de los pardmetros segun su
importancia, ademas se realiza un analisis individual de los tratamientos bioldgicos
mencionados teniendo en cuenta los criterios expuestos anteriormente, si hay
cumplimiento del criterio se le asigna un (+1), si no hay cumplimiento se asigna un (-

1), como indica el Método Pugh.

Tabla 7
Matriz de decision (Método Pugh)

Tratamiento Biol6gico
Porcentaje
o de Tratamientos | Tratamientos .
Criterio ) ] . o Hongos | Bacterias
importancia Fisicos Quimicos
(%)
Inocuidad 20 +1 -1 +1 -1
Capacidad de
degradacién de
35 -1 +1 +1 +1
compuestos
aromaticos
Colonizacion de
un sustrato 15 -1 -1 +1 -1
lignocelul6sico
Patogenicidad 10 -1 +1 +1 -1
Semillero de
_ S 20 -1 -1 +1 +1
investigacion

Nota. La tabla presenta los criterios tenidos en cuenta junto con la importancia
asignada y el cumplimiento de los mismos, por parte de cada tecnologia.

El criterio de capacidad de degradacion de compuestos aromaticos es el que tiene
mayor importancia (35%) debido a que es necesario que el tratamiento sea capaz de
cumplir con los porcentajes de degradacidon necesarios para cumplir la normativa. La
inocuidad sigue en jerarquia (20%) ya que es importante que al ser arrastrada la
biomasa por el efluente de agua, no se incumplan otros parametros y se vea necesaria
la implementacion de un nuevo tratamiento para corregir esta falencia, junto con los
intereses del semillero de investigacion (20%), la colonizacibn de un sustrato
lignocelulésico tiene una importancia del 15% ya que es importante que la biomasa
sea capaz de mantenerse fija en un material para evitar al maximo pérdidas y que sea
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posible reutilizar el catalizador nuevamente en ciclos posteriores, y la patogenicidad

cuenta con la menor importancia (10%) porque a pesar de que es importante que el

microorganismo no represente un peligro, tanto para los que lo manejan como para

el medio con el que esté en contacto, se decidié que los demas criterios tenian mayor

influencia a la hora de clasificar las tecnologias.

4.2.

Seleccidn del tratamiento biolégico para la degradacién de fenoles

Para seleccionar la tecnologia que se va a emplear se debe aplicar el porcentaje de

importancia a cada uno de los criterios, de forma tal que la alternativa con mayor valor

positivo sea la seleccionada para el tratamiento como se ve en la Tabla 8.

Tabla 8

Matriz ponderada de Pugh

Tratamiento Bioldgico

Porcentaje
o de Tratamientos | Tratamientos .
Criterio ) ] . o Hongos | Bacterias
importancia Fisicos Quimicos
(%)
Inocuidad 20 +20 -20 +20 -20
Capacidad de
degradacion de
35 -35 +35 +35 +35
compuestos
aromaticos
Colonizacién
de un sustrato 15 -15 -15 +15 -15
lignocelulésico
Patogenicidad 10 +10 -10 +10 -10
Semillero de
_ o 20 -20 -20 +20 +20
investigacion
Total 100 -40 -30 100 10
Clasificacion v i I Il

Nota. La tabla presenta cada tecnologia con el valor final de cada criterio segun su
importancia y la clasificacion de cada tecnologia.

Como se puede ver en la Tabla 8, haciendo la ponderacién con los porcentajes de

importancia, la tecnologia que fue escogida es el tratamiento por medio de hongos,

ya que cumple satisfactoriamente con los criterios establecidos.
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4.3. Tratamiento bioldgico con hongos de la podredumbre blanca (HPB)

Uno de los tratamientos mas estudiados[71] para la degradacion o remocién de
componentes toxicos en efluentes contaminados, es el uso de hongos de la
podredumbre blanca, que inmovilizados en distintos materiales, tienen la habilidad de
degradar compuestos como el fenol. La accion de las enzimas de estos hongos como
lo son las lacasas, las manganeso peroxidasas, lignina peroxidasas, siendo estas tres
las mas importantes, ha sido ampliamente estudiada en la degradacion de la lignina,
la oxidacion de largas cadenas de hidrocarburos aromaticos policiclicos, tratamientos
de efluentes de empresas textiles, de papel, en la degradacion de clorofenoles, TNT,

entre otros.

La baja especificidad de los mecanismos que usan los hongos de podredumbre
blanca para transformar y mineralizar el polimero de lignina y otros compuestos
aromaticos sustenta la base de la aplicabilidad biotecnolégica de este tipo de hongos
y de las enzimas del sistema ligninolitico [70] en el tratamiento de efluentes

contaminados para la empresa Laboratorios Esko LTDA.

La cepa Pleurotus ostreatus posee enzimas especificas capaces de degrada lignina,
fenoles y polifenoles, por lo que es una de las especies mas utilizadas en la

investigacion. [75]
4.3.1. Hongos de la podredumbre blanca (HPB)

Los HPB son un grupo de hongos que comprende unas 1600-1700 especies
caracterizadas por la capacidad de despolimerizar y degradar la lignina, mediante un
conjunto de enzima extracelulares[76]

Taxonémicamente se clasifica en:

Reino: Hongo

Divisién: Basidiomicotina

Clase: Homobasidiomicete

Subclase: Hymenomicete

Orden: Agaricales
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Familia: Tricholomataceae [77]

Son reconocidos por su variedad y su notable capacidad de degradar materiales

naturales complejos y persistentes.

Las setas, los bollos, los conos y los hongos en forma de costra son variedades de
hongos de la podredumbre blanca y son capaces de degradar la lignina y sustancias
similares a la lignina. Estos degradadores son muy investigados en aplicaciones
biotecnolégicas, ya que, en comparacion a las bacterias, los HPB puede soportar
niveles toxicos de la mayoria de contaminantes, ademas de ser capaces de ampliar

la localizacion de su biomasa mediante el crecimiento hifal. [77]

Los HPB son los mas eficaces para la deslignificacion debido a la produccion de
enzimas oxidativas extracelulares lignoliticas, incluyendo la lacasa, la manganeso
peroxidasa y la lignina peroxidasa, se han realizado diversos estudios con cepas de
Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Coriolus versicolor, Cyathus
stercoreus y Ceriporiopsis subvermispora, los cuales degradan la lignina dejando la
madera descompuesta de color blanco y textura fibrosa [78] dejando la celulosa y la

hemicelulosa menos afectadas. [77]

Por otro lado, la expresion del sistema lignoliticos es independiente de la
concentracion del contaminante presente en el medio, por lo que estos hongos
pueden llegar a degradar compuestos incluso a concentraciones muy bajas. Y aunque
el suelo no es su habitad natural, pueden crecer utilizando sustratos de bajo coste
econdmicos, como residuos agricolas y que pueden facilitar el proceso de

degradacion.[79]

Los HPB pueden ser usados en sistemas de biorremediacion ya que poseen un
sistema extracelular de degradacion sustancias quimicas o diversos contaminantes
ambientes que son muy toxicos y persistentes. Estos hongos utilizan materiales
lignocelulésicos abundantes y econdmicos como fuentes de nutrientes y pueden
tolerar una amplia gama de condiciones ambientales como la temperatura, el pH y

niveles de humedad. [76]

Son aerobios obligados, en comparacion a las bacterias, que suelen utilizar los

contaminantes como fuente nutricional de carbono o nitrégeno, los HPB no producen
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ninguna ganancia neta de energia, por lo tanto, requieren de una fuente adicional de

C o N para el metabolismo primario de los hongos de podredumbre blanca. [77]

Por otro lado, son capaces de oxidar diversidad de compuestos, especialmente los
hidrocarburos arométicos policiclicos de mayor tamafio, siendo estos el principal
gurpo de contaminantes medioambientales, en donde se destacan los clorofenoles.
Los 4 principales genéros de HPB que han demostrado su potencial para la
biorremediacion son Phanerochaete, Trametes, Bjerkandera y Pleurotus[77]. Entre
los tipos de hongos de la podredumbre blanca, los del género Pleurotus "tienen
propiedades terapéuticas, gran valor nutricional y numeros aplicaciones
medioambientales y biotecnolégicas, siendo un los grupos mas grandes y diversos de

hongos cultivados”. [79]
4.3.2. Pleurotus sp

El género Pleurotus sp se conoce generalmente como “seta de ostra”, es un
basidiomiceto lignocelulitico y crece de forma natural en los bosque templados y
tropicales sobre troncos de madera seca y en descomposicién o, a veces, sobre
troncos secos de maderas coniferas, de igual forma puede crecer sobre materia

organica en descomposicion. [80]

Esta cepa cuenta con el maximo numero de especies cultivadas comercialmente, son
adecuadas para el cultivo durante todo el afio. Existen variaciones en la forma, el
color, la textura y el aroma segun la eleccion de los consumidores. Su cultivo es
sencillo ya que puede crecer en paja secay no requiere materiales selectivos para su
crecimiento, ademas de no requerir de condiciones ambientales controladas porque
la mayoria de las especies tienen una amplia tolerancia a la temperatura, humedad

relacion y COs..

Para el crecimiento de este hongo, la temperatura optima se sitda entre los 22 °C y
26 °C, a temperaturas mas altas el cultivo inhibira el crecimiento y causar dafios sobre
el micelio. El uso de este hongo y su cultivo tiene grandes ventajas, entre ellas se
encuentran que puede degradar cualquier tipo de residuo agricola o forestal que

contenga lignina, celulosa y hemicelulosa. [80]
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4.3.3. Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus es la tercera cepa de mayor comercializacion a nivel internacional,
es un hongo lignocelulitico, conocido también por el nombre comun de hongo ostra.
En condiciones silvestres crece en tocones y ramas de planifolios muertos o
debilitados. Esta especie presenta una gran versatilidad y adaptabilidad, ya que tolera
un rango amplio de temperaturas, ademas, presenta resistencia a plagas y
enfermedades, y se puede cultivar practicamente sobre cualquier sustrato
lignocelulésico como troncon, corteza o aserrin[75]. Taxondmicamente se clasifican

en:
Reino: Hongo

Division: Basidiomicotina
Clase: Homobasidiomicete
Subclase: Hymenomicete
Orden: Agaricales

Familia: Tricholomataceae
Geénero: Pleurotus

Su morfologia comprende un sombrero redondo, su superficie es lisa, abombada y
convexa cuando es joven y va aplanandose poco a poco. Su diametro oscila entre 5
cm y 15 cm segun la edad del hongo. El color es variable, desde gris claro o gris
pizarra hasta pardo, aunque va alcanzando una coloracibn mas amarillenta con el
tiempo. En la parte inferior del sombrero se ubican unas laminillas dispuestas desde
el tallo que lo sostiene hasta el borde, en ellas se producen las esporas destinadas a
la reproduccion de la especie, estas esporas son pequefas, casi cilindricas. El pie

suele ser corto, algo lateral, ligeramente duro y blanco.[81]

Macroscopicamente Pleurotus ostreatus presenta un crecimiento micelial blanco
algodonoso y con formacion de anillos concéntricos, como se muestra en la Figura
12.
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Figura 12
Pleurotus ostreatus macroscopicamente

Nota. En esta imagen se muestra

como se ve el hongo Pleurotus

ostreatus macroscopicamente.
Pleurotus ostreatus posee enzimas especificas capaces de degradar lignina, fenoles
y polifenoles hasta un 60% de la concentracion inicial, por lo que es una de las
especies mas utilizadas en la investigaciéon de residuos con presencia de estos
compuestos. [75] Adicionalmente, P.ostreatus es reconocido por su gran capacidad
para producir y excretar diferentes tipos de enzimas de amplia gama de actividades,
entre las mas importante estan las lacasas, las manganeso peroxidasas y las

peroxidasas versatiles. [76]

4.3.3.a. Factores de crecimiento de Pleurotus ostreatus. El crecimiento de un
hongo varia segun si se de en un medio liquido o en un medio sdélido, sobre medio
liquido si este es permanentemente agitado puede crecer en todo el volumen del
recipiente, mientras si se mantiene estatico solo crecera sobre la superficie. El

desarrollo de los hongos se ve afectado por varios factores:

- Temperatura: esta afecta el metabolismo de las células, influye en la capacidad
enzimatica, en la fluidez de los lipidos de la membrana celular. Pleurotus ostreatus
€es una cepa que crece en un rango amplio de temperatura de 0 °C a 35 °C.

Zadrazil reporto que puede soportar durante 24 horas temperaturas de 40 °C.
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- pH: este factor afecta el caracter ionico del medio e influye directamente sobre las
proteinas de la membrana y la actividad de las enzimas ligadas a la pared celular,
es decir, afecta directamente su metabolismo. El pH Optimo para Pleurotus
ostreatus esta entre 5.5 y 6.5, y a un pH de 4 (4cido) se puede inhibir su
crecimiento.

- Carbono: este componente es necesario debido a que son las fuentes directas de
energia para su metabolismo, asimismo para la formaciéon de estructuras
celulares. Dada su importancia este elemento es el que se requiere en mayores
cantidades.

- Nitrégeno: este elemento aporta beneficios para el rapido crecimiento micelial y la
formacion de cuerpos fructiferos, segun la bibliografia se encuentra que la peptona

es una importante fuente de nitrégeno. [82]

4.3.4. Enzimas involucradas en la degradacion de compuestos fendlicos por

Pleurotus ostreatus

Las tres principales enzimas encargadas de la degradacion de la lignina y otros
compuestos téxicos como los fenoles son las lacasas (fenoloxidasas) y las enzimas
extracelulares como las lignina peroxidasas, las manganeso peroxidasas y las versatil
peroxidasas. Lo mas importante de esta ruta de degradacién es la formacion de
radicales libres intermedios altamente reactivos, que se forman cuando se elimina o
se afiade un electrén al estado basico de una sustancia quimica, desencadenando
asi la oxidacién o la reduccion de los compuestos.[76] Los diferentes grados de
degradacion dependen de las condiciones ambientales y de las especies fungicas
implicadas. [77]

La variedad de reacciones llevadas a cabo por estos radicales incluye la oxidacién de
alcohol bencilico, la hidroxilacion, la dimerizacion, la polimerizacion del fenol, entre
otras. [76]

La mayoria de las reacciones catalizadas enzimaticamente se producen en
condiciones relativamente suaves, temperaturas inferiores a 100 °C, presion
atmosférica, valores de pH de 4 a 8 y sin necesidad de productos quimicos o

disolventes agresivos. [83]
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Estas enzimas han sido altamente estudiadas por su implicacion en la oxidacion de
un nuamero importante de xenobidticos como los hidrocarburos aromaticos
policiclicos, los colorantes sintéticos y naturales y algunos pesticidas como el
pentaclorofenol [76]. Esta degradacidon puede llegar a sustituir los procesos quimicos

convencionales de varias industrias.

4.34.a. Lacasas. Las lacasas estan muy extendidas en la naturaleza y han sido
encontradas en fuentes microbianas y no microbianas, son enzimas que catalizan la
ruptura de los enlaces carbono — carbono y carbono — oxigeno — carbono en una
amplia de compuestos organicos, como la lignina y las estructuras polifendlicas,
oxidan el fenol y son catalogadas como ecoldgicas, ya que catalizan diversas

reacciones que implican la oxidacién de un electron con generacion de agua. [84]

Son oxidasas de cobre multiple que reducen el Oz a agua y realizan simultaneamente
la oxidacion de muchos sustratos aromaticos, catalizan la eliminacién de un atomo de

hidrogeno del grupo hidroxilo de monofenoles, orto y parafenoles. [85]

«Estructuralmente en el sitio activo la enzima posee cuatro atomos de cobre (como
Cu en el resto de la enzima) los cuales estan distribuidos en tres sitios diferentes de
su estructura. El sitio cobre tipo 1 es el responsable del color azul intenso de la enzima
con un maximo de absorbancia a 605 nm. El sitio cobre tipo 2 no exhibe sefiales de
absorbancia en el visible, y en el sitio cobre tipo 3, se incorporan dos atomos de cobre
en el centro activo, y es el responsable de la pequefia banda que se observa a 330

nm».

Por lo anteriormente expuesto es por eso que las enzimas requieren de cobre y
oxigeno para la oxidacién de fenoles, polifenoles, aminas aromaticas y diferentes
sustratos no fendlicos. Adicional a esto la produccion de las lacasas puede ser
fuertemente inducida por la adicion de elementos como cobre, manganeso, magnesio,

entre otros. [86]

Una vez producidas estas enzimas solo requieren de oxigeno molecular para la
catélisis, por lo que son adecuadas para aplicaciones biotecnologicas como la
transformacién o inmovilizacion de los compuestos xenobibdticos en el medio

ambiente. Han sido estudiadas para la degradacién de colorantes, la biorremediacion
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de algunos residuos industriales toxicos como los compuestos arométicos clorados,

hidrocarburos arométicos policiclicos, nitroarométicos y pesticidas.[76]

Estudios realizados por Ardon y Krishna dicta que el aumento de las concentraciones
de glucosa, salvado de trigo, Urea, extracto de levadura, KH2PO4 e indculos pueden
aumentar la produccion de lacasas, adicional muestra que en el rango de pH de 5-5,5

se aumenta también la produccion. [84]

4.3.4.b. Manganeso Peroxidasas (MnPs). Las manganeso peroxidasas son las
enzimas mas producidas por casi todos los basidiomicetos que colonizan la madera.
Requieren el perdxido de hidrogeno como oxidante, oxidan basicamente el Mn 2+ a
Mn 3+ en presencia de H202 y quelantes de &cido organicos, como el acido lactico.
El Mn 3+, a su vez, oxida una variedad de compuestos fendlicos y colorantes

monoaromaticos. [84]

El ciclo catalitico de las MnP inicia con la reaccién de la enzima y el H202 para formar
el compuesto | (MnP1+) de la MnP, posteriormente se da la oxidacion del Mn2+ por
el compuesto | (MnP1+), esto da como resultado el Mn3+ y el compuesto Il (MnP2+).
Las MnP se vuelven a formar a partir del compuesto Il mediante la donaciéon de un
electro de Mn2+ para formar Mn3+, como se muestra en las reacciones quimica. Los
iones Mn3+ generados actian como mediadores difusibles de transferencia de carga,
permitiendo la oxidacion de varios sustratos fenolicos como fenoles simples, aminas,

colorantes, asi como compuestos fendlicos. [76]

MnP 4+ H,0, — MnP-1+ H,0,
MnP-I 4+ Mn?>" — MnP-1I + Mn>*

MnP-1I + Mn** — MnP + Mn>* + H,0

Tienen un gran potencial en la remediacion de residuos industriales, como la
degradacion de contaminantes industriales refractarios, ademas, son utiles en la
decoloracion de tintes sintéticos y tienen un potencial importante para la industria
textil. [84]

4.34.c. Lignina peroxidasas (LiPs). “Fue la primera enzima en descubrirse y se
asemeja a otras peroxidasas en que contiene el grupo hemo férrico y funciona
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siguiendo la via catalitica tipica en que LiP es oxidada por H,O, generando un

intermediario deficiente de electrones, el cual regresa a su estado natural de reposo

inicial por medio de oxidaciones posteriores”. [86]

El ciclo catalitico de la LiP comienza con la oxidacion de la enzima a expensas del
peroxido de hidrégeno originando la transformacion de su centro activo en un
compuesto intermediario (complejo I, o complejo radical +4). Este compuesto actla
como generador catiénico de radicales libres de Fe. Asi, en presencia de un
compuesto aromatico (fendlico o no) donador de electrones, el compuesto |, es
reducido a compuesto Il (mediante ganancia de un electrén), a la vez que se genera
un radical aromatico. Tras una segunda reduccion del compuesto Il con un sustrato
aromatico se regenera la enzima nativa, cerrandose asf el ciclo. No obstante, si existe
un exceso de peréxido de hidrogeno en el medio, la LiP puede sufrir una inactivacion

irreversible, al transformase su centro activo en el compuesto 1. [84]

“En términos generales, las enzimas o complejo ligninolitico pueden ser ordenadas
segun sus potenciales de oxidacion asi: LiP > MnP > Lacasas. LiP presenta un
potencial de oxidacion suficientemente elevado para absorber electrones de
estructuras aromaticas no fendlicas, dando origen a radicales catioénicos, los cuales
sufren luego varias reacciones no enzimaticas incluyendo el rompimiento de uniones
C-Cy C-0". [86]

Las LiP son capaces de oxidar una variedad de compuestos xenobiéticos, incluyendo
hidrocarburos aromaticos policiclicos, fenoles policlorados, nitroaroméaticos,

colorantes azoicos y clorofenoles.[77]

4.3.4.d. Otras enzimas. Estos hongos ademas de la produccién de enzimas
degradadoras de lignina, tienen una gran capacidad de producir una amplia gama de
biocatalizadores, ademas de otras enzimas como xilanasas, celulasas, peptinasas,
proteasas, amilasas y lipasas. La secrecidbn de este coctel de enzimas y de
biocatalizaores dependen de la composicion del medio, el pH y la temperatura, asi

como el crecimiento del micelio.

grupo de enzimas producidas por el género Pleurotus ostreatus son las aril alcohol

oxidasas y las hemo-tiolato peroxidasas, las primeras proporcionan el H202 requerido
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por las peroxidasas lignoliticas para la degradacion fungica y las segundas, tienen su
funcidbn como oxidorreductasas en los sistemas biolégicos y son biocatalizador

versatil. [84]

4.4. Inmovilizacibn de Pleurotus ostreatus para tratamiento de aguas

contaminadas con fenoles

“La inmovilizacion de microorganismos en soportes naturales o sintéticos proporciona
estabilidad a las funciones celulares. Esta técnica permite alcanzar altas
concentraciones celulares en volumenes reducidos, asi como la reutilizacion del

biocatalizador y la implantacion de sistemas continuos de produccion”.[87]

4.4.1. Ventajas de inmovilizacion

La inmovilizacion de microorganismos permite manejar velocidades de agitaciéon
mayores, que permite mayor transferencia de masa y calor, como las células crecen
en el soporte se disminuye la viscosidad del medio y es posible reutilizar el catalizador
en otros procesos, evitando asi un impacto negativo en parametros como la DBO,

siendo este uno de los criterios utilizados en la matriz de seleccién.[88]

Para la inmovilizacién de hongos se han usado diferentes materiales de soporte como
la espuma de poliuretano, fique, estropajo [89] o malla en polietileno (polisombra) [90],
de estos mencionados, el estropajo presenta el mejor crecimiento de Pleorotus

ostreatus, por lo que se eligi6 para el desarrollo del proyecto. [91]

4.4.2. Estropajo

El estropajo es una planta miembro de la familia de las cucurbitaceas, tiene hojas
alternas y palmeadas, lizas y de bordes dentados, la flor es de color amarillo. Es una
planta que ofrece alternativas de aplicacibn en areas como la medicina o

construccion.[92]

Debido a su estructura fibrosa, posee propiedades adsorbentes y mecanicas, estas
fiboras estan formadas por un entramado de micro-tubos que permiten adquirir
facilmente impurezas del ambiente, ademas su superficie rugosa permite retener
iones metalicos. Sus propiedades adsorbentes permiten su uso en pruebas de

remocion y de inmovilizacion de microorganismos.
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Sus propiedades mecanicas dependen de la capa esponjosa a la que pertenecen, y
estas se ven influenciadas principalmente por el grado de humedad presente en el
interior de la fibra y su aspecto superficial, este puede modificarse por medio de
tratamientos con NaOH, que dejan expuesta la superficie rugosa de la fibra,

maximizando su interaccion superficial con las sustancias en tratamiento.[92]

Las fibras de Luffa cylindrica se han usado para la eliminacion de contaminantes del
agua como lo son tintes, metales y sales disueltas, debido a la accién de su estructura
fibrosa.[93]

El estropajo se ha usado para inmovilizar microorganismos y asi remover algunos
compuestos de interés, por ejemplo, Piao Xu et al, inmovilizaron una cepa de
Phanerochaete chrysosporium, que es un hongo de la podredumbre blanca, para

remover iones de Pb (ll) obteniendo resultados de hasta el 90% de remocion. [94]
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5. DESARROLLO DEL PROCESO DE DEGRADACION DE FENOLES POR
MEDIO DE HONGOS DE LA PODREDUMBRE BLANCA

5.1. Disefio de experimentos

Para dar cumplimiento al tercer objetivo se realizé un disefio experimental con las

concentraciones de fenoles escogidas y los materiales de soporte
5.1.1. Seleccion de los materiales de soporte

Para la eleccion de los materiales de soporte se tuvieron en cuenta materiales en los
gue el hongo de podredumbre blanca hubiera presentado un crecimiento favorable

ademas de ser de bajo costo, facil adquisicion y manejo.

5.1.1.a Malla en polietileno (polisombra). La polisombra es un material de facil manejo
ya que no es gruesa, rigida y es resistente, lo que permite una mayor facilidad a la
hora de ajustar el material a la superficie deseada, ademas de tener una porosidad
gue permite a los hongos desarrollarse y fijarse en dichos espacios, otro factor
importante es la humedad, en porcentajes muy altos se tienden a formar
aglomerados, como el material tiene un porcentaje de humedad menor al 10% permite
el almacenamiento y viabilidad del microorganismo por mas tiempo y finalmente, al
ser un material inerte, el microorganismo no va a consumir y degradar el soporte

aumentando su vida Util.[90]

5.1.1.b Estropajo (Luffa cylindrica). La Luffa cylindrica “en su mesocarpio forma una
intrincada reticula fibrosa de lignocelulosa que es la parte util de la planta”, las fibras
forman microtubos dando como resultado un sistema poroso. Debido a la estructura
fibrosa y porosa, el material es capaz de adquirir impurezas del ambiente, ademas,
su superficie rugosa facilita la retencion de iones metalicos, estas propiedades
facilitan su uso en la inmovilizacidon de microorganismos y remocion de compuestos
[92]. Al ser un material organico es propenso a ser degradado por el microorganismo,
reduciendo su vida util, pero por esta misma razon su disposicion y desecho es mas

facil y ambientalmente sostenible.
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5.1.2. Seleccién de concentraciones de fenol

Para la eleccién de las concentraciones a las que se va a evaluar el rendimiento del
hongo Pleurotus ostreatus se tuvo en cuenta la caracterizacion de aguas realizada
por Analquim Ltda a la empresa Laboratorios ESKO LTDA donde el maximo histoérico
es de 0,56 mg/L de fenol, como se han hecho estudios donde los hongos se someten
a concentraciones de hasta 10 mg/L de fenol[70], [79], [95], se decidi6 tomar dos
concentraciones de 4 mg/L y 9 mg/L. El hongo es capaz de remover hasta el 100%
de la concentracion de fenol en ciertos casos por lo que un resultado satisfactorio le
garantizaria a la empresa que las concentraciones de fenol con las que pueden salir
los efluentes, van a ser tratadas satisfactoriamente por el tratamiento biol6gico
propuesto, logrando cumplir el maximo de 0,2 mg/L que establece la resolucion 0631
del 2015.

5.1.3. Seleccion tipo disefio de experimentos

El disefio de experimentos con el que se realizo este proyecto fue un disefio de un
factor, siendo este la concentracion de fenoles, y el material de soporte se mantuvo
como una constante. No se realiza proceso de agitacion durante el experimento ya
gue la planta de tratamiento de la empresa no realiza procesos en reactores

continuamente agitados, si no que dispone del uso de tanques.

Las condiciones de operacion que se tuvieron en cuenta se presentan en la siguiente
tabla:
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Tabla 9
Condiciones de operacion consideradas en el disefio
experimental

Condiciones de operacion Valor
Temperatura Ambiental
Presion (mmHg) 560
Agitacion No
Suplemento nutricional No
Tiempo de incubacion (dias) 8
Material de soporte Estropajo
Concentracion de fenol en la muestra | 3,7 mg/L; 8,8 mg/L
pH 6

Nota. La tabla indica las condiciones de operacién bajo las
gue se desarroll6 el experimento, las condiciones ambientales
hacen referencia a las propias de la ciudad de Bogota D.C.

5.1.4. Hipotesis

5.1.4.a. Hipotesis alternativa. La concentracion de fenoles en la muestra de agua
residual se ve reducida por la accion del material de soporte y la actividad enzimatica
de Pleurotus ostreatus.

5.1.4.b. Hipodtesis nula. La concentracion de fenoles en la muestra de agua
residual, no se ve reducida por la accion del material de soporte y la actividad

enzimatica de Pleurotus ostreatus.

5.2. Metodologia

La metodologia implementada en el desarrollo de la fase experimental del proyecto

se puede ver en la Figura 13.
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Figura 13
Diagrama de blogues de la metodologia

4. Cuantificacion de
biomasa para
inoculacién

1. Obtencion de la 2. Conservacion de 3. Inmovilizacion de
cepa la cepa Pleurotus ostreatus

6. Ajuste de 7. Montaje

5. Determinacion . : 8. Determinacion
v concentraciones de experimental del s
de concentracion [ . de concentracién
fenol en la muestra sistema de

de fenoles inicial o de fenoles final
de agua degradacion

\4

9. Resultados

Nota. Esta imagen muestra la metodologia a seguir durante el desarrollo

de la fase experimental.

5.2.1. Obtencién de la cepa

El hongo Pleurotus ostreatus es adquirido por medio de un distribuidor comercial
conocido como los Hongos de Merlin encontrado en la plataforma de Mercado Libre,
el hongo se encuentra inmovilizado en semillas de sorgo, en fase de desarrollo del
micelio vegetativo, y para garantizar la inocuidad del cultivo, se espera a que el hongo
fructifique, con el fin de tomar el tejido (cuerpo fructifero) y poder realizar la

propagacion del hongo de manera axénica e inocua (Figura 14).
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Figura 14
Cepa aislada Pleurotus ostreatus

Nota. Esta imagen es la cepa aislada de
Pleurotus ostreatus.

5.2.2. Conservacion de la cepa

Para la conservacion de la cepa se realizan medios de cultivo de agar sabouraud en
cinco (5) cajas de Petri; para ello se preparan 200 mL de agar, que consiste en
disolver 1,3 g de agar sabouraud en 200 mL de agua destilada en un Erlenmeyer,
siguiendo las indicaciones expuestas en el recipiente. Posterior a esto, se pone en
una plancha de calentamiento, con constante agitacion, hasta su punto de ebullicion,
luego, se sella con un tapén de algodén y aluminio, y adicional a esto, se marca el
Erlenmeyer con una cinta indicadora, que permite determinar si la esterilizacion se
realiza correctamente. Se lleva a un autoclave por 15 minutos a 121 °C y 15 psi de

presion.

Para llevar a cabo todo este proceso, se debe tener en cuenta que todo lo que vaya
a estar en contacto con el hongo debe estar previamente esterilizado, tiene que pasar
por un proceso en el autoclave durante al menos 15 minutos a 121 °C y 15 psi de
presion. Entre los materiales que se deben esterilizar estan: Asas, placas de Petri (Si
son de vidrio), espatulas, puntas azules, materiales de inmovilizacion y Erlenmeyers

con soluciones para inocular.
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Una vez esterilizado el medio de cultivo se lleva a una cabina de flujo laminar, la cual
es descontaminada previamente, ya que se debe mantener el ambiente de cultivo lo
mas estéril posible. En la cabina de flujo laminar se sirve el medio Sabouraud,
preparado anteriormente, en las cajas de Petri, este procedimiento se debe realizar

caliente con el fin de que el medio no se solidifique en el Erlenmeyer.

Una vez solidificado y a temperatura ambiente, se procede a realizar el corte del
cuerpo fructifero del hongo Pleurotus ostreatus, esto con el fin de obtener el micelio
puro del hongo, estos cortes se hacen en el perimetro del cuerpo fructifero, usando
las puntas azules, debido a que en esta seccion es donde se encuentra el micelio mas
joven, por ende, el metabolicamente méas activo. Las cajas de Petri solidificadas se
dividen en 4 secciones, en cada una se pone un disco de cuerpo fructifero de
aproximadamente 2 mm de espesor, todo se realiza con los materiales previamente
esterilizados. Una vez terminados los cortes se procede a sellar la caja de Petri con

papel parafilm y se lleva a la incubadora a 28 °C por 8 dias.

5.2.3. Inmovilizacién del hongo Pleurotus ostreatus para tratamiento de aguas

contaminadas con fenoles

5.2.3.a. Preparacion del medio liquido. Para la elaboracién de este medio liquido

de salvado de trigo se sigue la siguiente formula:
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Tabla 10

Férmula del medio salvado de trigo

Componentes Concentracion (g/L)
Salvado de trigo 175
Glucosa 10
Peptona 5
Extracto de levadura 2
KH,PO, 0.1
MgSO4 . 7H20 0.05
MnSO,4 0.076
CuSO0O, 0.076
Cloranfenicol 0.1
Agar agar 18

Nota. Esta tabla representa las concentraciones que son
necesarias para la elaboracion del medio liquido o solido,
hay que tener en cuenta que estas concentraciones estan
en proporcién a un litro. [90]

El primer paso a realizar es poner 1 litro de agua destilada con la cantidad de salvado
de trigo, esta se deja reposar por 1 hora, como se muestra en la Figura 15. Luego, se
procede a filtrar, para dejar solo el liquido de salvado de trigo, seguido a esto, se mide
la cantidad de liquido obtenido para calcular las cantidades necesarias de los otros

componentes.
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Figura 15
Salvado de trigo en agua destilada

Nota. Esta imagen muestra el primer
paso a seguir en la elaboracion del
medio liquido, en donde se deja por
una hora, la cantidad de salvado de
trigo en un litro de agua destilada.

5.2.3.b. Propagacion de la biomasa en caldo salvado de trigo. Se realiza la
propagacion en medio liquido empleando 4 Erlenmeyer de 250 mL con una cantidad
de 100 mL de medio liquido de salvado de trigo, la composicién de este salvado de
trigo se encuentra en la Tabla 11, exceptuando que a esta mezcla no se le agrega la
cantidad correspondiente de agar. El medio liquido se lleva al autoclave a esterilizar
durante 15 minutos a 121 °C y 15 psi de presion.

Después de esterilizado este medio liquido de salvado de trigo, se depositan 5 discos
de hongos crecidos en agar en cada recipiente, estos son tomados de cajas de Petri
con ayuda de puntas azules, donde se tiene la cepa conservada. Se escogen las
cajas en donde el hongo evidencia un mejor crecimiento, todo este proceso se realiza
en una cabina de flujo laminar, la cual es descontaminada con anterioridad,
posteriormente se sella cada Erlenmeyer con un tapon de algoddén y se cubre con
aluminio. Estos Erlenmeyer se llevaron a incubar a 30°C durante 8 dias a 130 rpm en
un shaker JPSODG60.
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5.2.3.c. Desarrollo del protocolo de inmovilizacion. Como soporte de
inmovilizacion se utiliza estropajo, sin aditivos ni tinturas. Las laminas tienen unas
dimensiones de 3 cm de largo por 4 cm de ancho, sin ningun espesor en especifico,
pero buscando mantener una homogeneidad (Figura 16). La esterilizacion previa de
este soporte se realiza por medio de un proceso en el autoclave por 3 ciclos de 15
minutos a 121 °C y 15 psi de presion, este proceso se realiza por mas tiempo que
otros materiales debido a que no se sabe la procedencia de este material y se necesita

completamente estéril para ponerlo en contacto con la biomasa.

Figura 16
Laminas de estropajo

Nota. Esta imagen muestra las laminas de
estropajo con dimensiones de 3 cm x 4 cm
utilizadas para la inmovilizacion de biomasa.

Se utilizan bandejas de aluminio para la inmovilizacion en las laminas de estropajo
con la biomasa. Como base de estas bandejas, se utiliza agar salvado de trigo, con
el fin de garantizar que la biomasa inmovilizada tenga los suficientes nutrientes para
su crecimiento en el material de soporte, se sigue la féormula de la Tabla 10 y las
indicaciones expuestas en el punto 5.5.3.a. Posterior a su realizacion, este agar se
distribuye en Erlenmeyers de 250 ml y se llevan a una plancha de calentamiento con
agitacion constante hasta su punto de ebullicion como se muestra en la Figura 17,
posteriormente se sella con un tapon de algodon y se cubre con aluminio, adicional a
esto, se marca cada Erlenmeyer con una cinta indicadora. Para garantizar su
esterilizacion estos se llevan a un proceso en el autoclave durante 15 minutos a 121

°C y 15 psi de presion.
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Figura 17
Agar Salvado de trigo

Nota. Esta imagen muestra el agar

salvado de trigo en una plancha de

calentamiento previo a su

utilizacion.
Las bandejas de aluminio también se someten a un proceso de esterilizacion en el
autoclave durante 15 minutos a 121 °C y 15 psi de presiéon. Después del proceso de
esterilizacion, todo es llevado a la cabina de flujo laminar, previamente
descontaminada, en donde, en primer lugar, se deja enfriar un poco el agar salvado
de trigo, para poder manejarlo, pero sin dejarlo enfriar mucho tiempo ya que el agar
a temperatura ambiente es soélido, posterior a esto se vierte en las bandejas de
aluminio, aproximadamente 1/8 de profundidad de cada una, se espera a que alcance
la temperatura ambiente a la cual se solidifica (Figura 18). En cada bandeja se colocan
6 laminas de estropajo (Figura 19).
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Figura 18
Bandejas de aluminio con agar salvado de trigo

Nota. En esta imagen se observa las bandejas de
aluminio con agar salvado de trigo utilizadas para la
inmovilizacibn de las laminas de estropajo con
biomasa.

Figura 19
Bandejas de aluminio con laminas de estropajo

Nota. Esta imagen muestra las bandejas de aluminio
con las laminas de estropajo.
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5.2.3.d. Inmovilizacion de biomasa. La biomasa obtenida pasados los 8 dias, es
la utilizada para hacer las pruebas de inmovilizacion y los célculos de peso seco. 2 de
los 4 Erlenmeyers utilizados en el punto 5.3.3.b., corresponden a la réplica 1 y réplica
2; su contenido es distribuido en tubos falcon de 13 ml, se llenaron 6 tubos con
biomasa, todo este proceso es realizado en la cabina de flujo laminar, previamente
descontaminada. Estos tubos son llevados a una centrifugadora Fanem Baby |. a

3600 rpm durante 8 minutos (Figura 21).

Figura 20
Pellets Pleurotus ostreatus

Nota. Esta imagen muestra la biomasa obtenida del hongo
Pleurotus ostreatus pasados los 8 dias de incubacion.
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Figura 21
Tubos falcon con biomasa en
centrifugadora

Nota. En esta imagen se observa
los 8 tubos falcon en la
centrifugadora Fanem Baby |.

Transcurrido el tiempo en la centrifugadora, a cada tubo falcon de la réplica 1 y réplica
2, se le descarta parte del sobrenadante (Figura 22) y se procede a sembrar esta
biomasa. Se distribuye de forma homogénea sobre cada lamina de estropajo en las
bandejas de aluminio; el contenido de un tubo en su totalidad se deposita en una
lamina de estropajo de 3 cm x 4 cm, asi hasta completar todas las laminas de
estropajo (Figura 23). Para finalizar, cada bandeja de aluminio se protege cubriéndose

con laminas de papel aluminio, para evitar posibles contaminaciones.
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Figura 22
Tubos falcon con biomasa

Nota. Esta imagen se muestran los
tubos falcon después de pasar por un
proceso de centrifugacion y descarte del
sobrenadante.

Figura 23
Biomasa sembrada

Nota. En esta imagen se observa la biomasa
sembrada sobre las laminas de estropajo.

Esta biomasa inmovilizada se deja durante 8 dias a 30 °C en una incubadora sin

agitacion para su propagacion en el material de soporte.
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5.2.4. Cuantificacién de biomasa para inoculacion

Para determinar la cantidad real de biomasa que se va a inocular en cada lamina de
estropajo, se utilizan los dos Erlenmeyers restantes del punto 5.3.3.b., que
corresponden a la réplica 3 y réplica 4, el contenido de estos recipientes, también se
distribuye en tubos falcon de 13 mL y son llevados a una centrifugadora Fanem Baby
. a 3600 rpm durante 8 minutos. Pasado este tiempo se descarta todo el
sobrenadante de los tubos y se lleva a un horno a 60 °C durante 48 horas, para

realizar las pruebas de peso seco de la biomasa.

Se debe tener el peso de los tubos falcon sin tapa secos, para esto, los tubos vacios
se llevan a un horno a 60 °C durante 48 horas. Posterior a este proceso, y pasadas
las 48 horas de los tubos con la biomasa en el horno, ambos se sacan y se pesan
nuevamente. Finalmente se realiza la resta del peso de los tubos falcon secos con
biomasa con el peso los tubos falcén vacios secos, para obtener el peso de la
biomasa con la cual se inocula cada lamina, al mantenerse la relacion de usar el

contenido de cada tubo por cada lamina de estropajo.

5.2.5. Ajuste de concentraciones de fenol en muestra de agua residual

Para el ajuste de las concentraciones de fenol, se empieza conociendo la
concentracion inicial de fenol del agua entregada por la empresa Laboratorios Esko
LTDA. Segun el numeral 2.6.2. la concentracidon entregada por el Kit de Fenoles es
de 0,1 mgl/L.

Como se explicé en el disefio de experimentos, las concentraciones a usar son 4 mg/L
(C1) y 9 mg/L (C2) . Para poder llegar a estas concentraciones se utiliza como reactivo
Fenol Cristalino con una pureza del 99% suministrado por la Universidad de América.
Para lograr estas concentraciones en la muestra de agua, se realizan los respectivos
célculos para determinar qué peso de fenol se necesita agregar a las soluciones. Se
determina que para C1 se necesitan agregar 3,9 mg por litro de agua, y para C2 se

necesitan 8,9 mg por litro de agua a usar.

Debido al tamafio del cristal de fenol, cuyo peso rondaba los 3 mg, las
concentraciones reales a trabajar son 3,7 mg/L (C1) y 8,8 mg/L (C2), paraCly C2 se

agregan 3,6 mg y 8,7 mg, respectivamente, de fenol cristalino. El objetivo final es
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tener 1 litro de cada concentracion para poder realizar el montaje experimental del

sistema de degradacion.

Para empezar, en dos Erlenmeyer de 500 mL, se toman 500 mL de agua entregada
por la empresa, y se agrega el fenol pesado previamente, cabe resaltar que cada
recipiente esta marcado con Cl1 y C2 para evitar confusiones. Esta solucion pasa
después por una plancha de agitacion para garantizar la homogenizacion completa
de los cristales de fenol en el agua.

Después de garantizada la homogenizacion de la mezcla, con dos balones aforados
de 1000 mL, se procede a hacer una dilucién completa, se adiciona en primer lugar
la mezcla homogenizada previamente, una en cada balén aforado, después con la
muestra de agua entrega por la empresa se realiza el aforo hasta el litro completo.
Posteriormente se agita con mucho cuidado, girando el bal6n aforado de un lado al

otro. Las soluciones finales se muestran en la Figura 24.

Figura 24
Muestras de agua residual

Nota. Esta muestra los balones aforados de las
muestras de agua residual con concentracion de 8,8
mg/L (izquierda) y 3,7 mg/L (derecha).

Finalmente, para garantizar la concentracion inicial de fenoles con las que se va a

llevar a cabo el experimento, se les realiza una prueba de fenoles con el kit usado
previamente.
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5.2.6. Montaje experimental del sistema de degradacion

Después de realizar las muestras de agua residual, se procede a hacer el montaje
experimental del sistema de degradacion, para ello se utilizan las laminas de estropajo

con biomasa inmovilizada que se dej6é durante 8 dias a 30 °C (Figura 25).

Figura 25
Laminas de estropajo con biomasa

Nota. Esta imagen muestra las laminas de estropajo con
biomasa inmovilizada pasados los 8 dias.

Se utilizan 8 Erlenmeyer de 250 ml para el montaje y se codifican segun la siguiente
tabla:

94



Tabla 11
Codificaciéon muestras de agua residual para montaje experimental

No. | Codificacion Contenido
1 ClR1 Concentracion 1 (3,7 mg/L) — Replica 1
2 Cl1R2 Concentracion 1 (3,7 mg/L) — Replica 2
3 C1R3 Concentracion 1 (3,7 mg/L) — Replica 3
4 ClB Concentracion 1 (3,7 mg/L) — Sin estropajo BLANCO
5 | C1 ESTROPAJO | Concentracion 1 (3,7 mg/L) — Estropajo sin biomasa
6 C2R1 Concentracion 2 (8,8mg/L) — Replica 1
7 C2R2 Concentracion 2 (8,8 mg/L) — Replica 2
8 C2R3 Concentracion 2 (8,8 mg/L) — Replica 3
9 C2B Concentracion 1 (8,8 mg/L) — Sin estropajo BLANCO
10 | C2 ESTROPAJO | Concentracion 1 (8.8mg/L) — Estropajo sin biomasa

Nota. En esta tabla se muestran las respectivas codificaciones de los Erlenmeyer
gue se utilizaran en el montaje experimental de la degradacion de fenoles.

Figura 26
Preparacion de los recipientes en la camara de extraccion

Nota. En esta imagen se presentan los Erlenmeyers con su
respectiva codificacion, antes de la dosificacion de la muestra de
agua residual.

Para los recipientes 1-3 y 6-8, segun la Tabla 11, el montaje se realiza en una cabina

de flujo laminar descontaminada previamente para evitar contaminacion. Con unas
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pinzas esterilizadas previamente, se deposita una lamina de estropajo con biomasa

inmovilizada en el Erlenmeyer como se muestra en la Figura 27.

Figura 27
Erlenmeyer con lamina de estropajo

Nota. Esta imagen muestra los Erlenmeyer de las dos
concentraciones con su respectiva lamina de estropajo con
biomasa inmovilizada.

Los recipientes 5 y 10, segun la Tabla 11, se realizan con el fin de determinar si la
sola lamina de estropajo, por su estructura fibrosa y porosa, es capaz de adquirir
impurezas del agua, eliminando asi parte del fenol presente en la muestra de agua.
Los recipientes 4 y 9 se realizan con el fin de determinar cuanto fenol se puede
evaporar de la muestra del agua sin estar presente la lamina de estropajo con la

biomasa inmovilizada.

Después de tener todos los Erlenmeyer listos, en una camara de extraccion de gases,
se agregan las muestras de aguas residual a cada recipiente que corresponda,

después son sellados con un tapon de algodon.

Este montaje se deja por 8 dias, a temperatura ambiente, sin agitacion, a la espera

de resultados, como se muestran en las siguientes imagenes.
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Figura 28
Erlenmeyer concentracion 1

Nota. En esta imagen se muestran todos los Erlenmeyer
a usar en el montaje experimental de la concentraciéon 1
(3,7 mg/L).

Figura 29
Erlenmeyer concentracion 2

Nota. En esta imagen se muestran todos los Erlenmeyer
a usar en el montaje experimental de la concentracion 2
(8,8 mg/L).
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5.2.7. Determinacién de concentracién de fenoles final

Después de los 8 dias de realizado el montaje, se procede a hacer la cuantificacion
de fenoles por medio del kit de fenoles, como si indica en el numeral 2.6.

Se establece el porcentaje de remocién teniendo en cuenta la concentracion inicial y

la final como se indica en la siguiente ecuacion

100

Ci—C
%Remocion = (C—Lf) *

Donde Ci es concentracion inicial de fenol en mg/L
Cf es concentracion final de fenol en mg/L
5.3. Resultados

5.3.1. Cuantificacion de biomasa para la inoculacion

Tabla 12
Peso tubo falcon sin tapa

No. Peso tub9 Falcon sin tapa Peso tubo Falcén sin tapa seco
hiumedo (g) (9)
1 5,6081 5,5898
2 5,5739 5,5571
3 5,6289 5,6277
4 5,5391 5,4824
5 5,5826 5,5595
6 5,5875 5,5759
7 5,6123 5,6045
8 5,5615 5,5593
Promedio 5,5867 5,5695

Nota. En esta tabla estan consignados los resultados del peso seco de los tubos falcon
sin tapa.

El peso promedio de los tubos falcén después de 48 horas a 60 °C en el horno es de

5,5695 + 0,0431 g, este peso se tendra en cuenta para la determinacion de la biomasa
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final con la que se va a empezar el proceso de inmovilizacién en las laminas de

estropajo.

Tabla 13
Peso biomasa seca en tubos falcon

No. Peso Biomasa Seca en Tubo falcon (Q)

5,8823

5,9385

5,8375

5,9763

5,5437

o O Kl W N

5,7892

Promedio 5,8279

Nota. En esta tabla estan consignados los resultados del
peso seco de biomasa en los tubos falcon.

El peso promedio de la biomasa seca en el tubo falcon después de 48 horas en el
horno a 60 °C es de 5,8279 + 0,0239 g, este valor se tendra en cuenta para los
calculos finales para conocer el peso de la biomasa con la cual se inmoviliza en la

lamina de estropajo

Después de tener estos resultados promedio del peso de la biomasa seca en los tubos
falcon se procede a hacer la resta con el peso del tubo falcon seco sin biomasa para
poder encontrar la cantidad de biomasa con la cual se inmoviliza cada lamina de

estropajo
Peso biomasa = (PP biomasa seca en tubo Falcon — PP tubo falcon seco sin tapa)
Donde PP es peso promedio en g
Peso biomasa = 58279g— 5,5695¢g

Peso biomasa = 0,2584 g
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5.3.2. Concentracioén final de fenoles

Después de los 8 dias realizado el montaje experimental del sistema de degradacion,

se encontraron los siguientes resultados.

Figura 30
Segundo comparador del kit de fenoles

Nota. La imagen muestra la escala del segundo
comparador del kit de fenoles.

Figura 31
Concentracion 1 — Blanco (C1B)

Nota. En esta imagen se observa la muestra de la C1B
contrastada con el primer comparador pasados los 8
dias de tratamiento.
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Figura 32
Concentracion 1 - Estropajo (C1 Estropajo)

.
e
R

Nota. En esta imagen se observa la muestra de la C1
Estropajo contrastada con el primer comparador
pasados los 8 dias de tratamiento.

Figura 33
Concentracion 1 - Réplica 1 (C1R1

Nota. En esta imagen se observa la muestra de la
C1R1 contrastada con el segundo comparador
pasados los 8 dias de tratamiento.
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Figura 34
Concentracion 1 - Réplica 2 (C1R2)

Nota. En esta imagen se observa la muestra de la
C1R2 contrastada con el segundo comparador
pasados los 8 dias de tratamiento.

Figura 35
Concentracion 1 - Réplica 3 (C1R3

Nota. En esta imagen se observa la muestra de la
C1R3 contrastada con el segundo comparador
pasados los 8 dias de tratamiento.
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Figura 36
Concentracion 2 - Blanco (C2B)

T T R T ——r T

STORE IN CAT. NO.: C-8012
THEDARK: Exp. Date: Feb.2023  LotNo.:

Nota. En esta imagen se observa la muestra de la C2
Blanco contrastada con el primer comparador
pasados los 8 dias de tratamiento.

Figura 37
Concentracion 2 - Estropajo (C2 Estropajo)

2

3 4 6
Phenols, PPM (mg/L)
STORE IN CAT. NO.: C-8012

LI Exp. Date: Feb.2023 Lot No.

Nota. En esta imagen se observa la muestra de la C2
Estropajo contrastada con el primer comparador
pasados los 8 dias de tratamiento.
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Figura 38
Concentracion 2 - Rélic _

‘ l
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8

4 6
, PPM (mg/L)
STORE IN CAT. NO.: C-8012

THE DARK
E 0. Date: Feb. 2023 Lot No.: 93207/4

Nota. En esta imagen se observa la muestra de la
C2R1 contrastada con el primer comparador pasados
los 8 dias de tratamiento.

Figura 39
Concentracion 2 - Réplica 2 (C2R2)

Nota. En esta imagen se observa la muestra de la
C2R2 contrastada con el segundo comparador
pasados los 8 dias de tratamiento.
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Figura 40

Concentracion 2 - Réplica 3 (C2R3)

Nota. En esta imagen se observa la muestra de la C2
R3 contrastada con el primer comparador pasados los

3 4 6
Phenols, PPM (mg/L)

STORE IN
THE DARK

8 dias de tratamiento.

CAT. NO.: C-8012
ate: Lot No.: 93207/4 e

En la siguiente tabla se hace un resumen de las concentraciones finales teniendo en

cuenta el intervalo al que pertenecen segun el comparador del kit para cada uno de

los ensayos.

Tabla 14

Concentraciones y porcentajes de remocion finales para la concentracion de 3,7 mg/L

Concentracion Intervalo Intervalo
No. | Codificacion | Figura inicial (mg/L) Concentracion porcentaje
9 final* (mg/L) remocién (%)
1 ClB 31 3-4 0
C1

2 | EsTroPAJO | %2 o 3-4 0
3 ClR1 33 ’ 0,1-0,2 97,30 — 94,59
4 C1R2 34 0,4-0,6 89,19 — 83,78
5 C1R3 35 0,1-0,2 97,30 — 94,59

Nota. La tabla presenta los intervalos de concentraciones numéricas segun la
comparacion de las muestras con el comparador correspondiente después de 8 dias
de tratamiento. *Segun los comparadores del kit K-8012/R-8012 Phenol CHEMets®

Kit.
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Tabla 15
Concentraciones y porcentajes de remocion finales para la concentracién de 8,8 mg/L.

o . Concentracion Intervalo' ] Intervalq
No. Codificacion Figura inicial (mg/L) Concentracion porcentaje
final* (mg/L) remocion (%)

1 C2B 36 8-10 0

C2
2 | EsTroPAJO | 37 - 8-10 0
3 C2R1 38 ’ 1-2 88,64 — 77,27
4 C2R2 39 0,8-1 90,91 — 88,64
5 C2R3 40 1-2 88,64 — 77,27

Nota. La tabla presenta los intervalos de concentraciones numéricas segun la
comparacion de las muestras con el comparador correspondiente después de 8 dias
de tratamiento. *Segun los comparadores del kit K-8012/R-8012 Phenol CHEMets®
Kit.

5.4. Andlisis e interpretacion de resultados

La cepa de Pleurotus ostreatus se encontraba en un estado metabdlico lento por los
cierres decretados por la alcaldia durante la temporada de diciembre de 2020 — enero
de 2021, por lo que fue necesario realizar multiples repiques alternando entre medio
liquido y medio sélido buscando activar al microorganismo, para garantizar un
crecimiento rapido del mismo. Los primeros repiques demoraban mas de una semana
en colonizar la mitad de la caja de Petri, mientras que los ultimos lograban el mismo

avance en tres (3) dias.

Teniendo una cepa activa metabdlicamente, se observé que pasados los tres (3) dias
el hongo presentaba un crecimiento del micelio de color blanco y apariencia
algodonosa alrededor de cada uno de los discos de agar colocados inicialmente en
las cajas de Petri. Luego, el hongo presenté un crecimiento favorable en el medio
liquido de salvado de trigo, haciéndose visible en la cantidad de pellets de Pleurotus
ostreatus que podian verse en el Erlenmeyer (Figura 20), que posteriormente iba a

ser envasado en los tubos falcén para preparar la fase de inmovilizacién.

Realizados los célculos de cuantificacion de biomasa contenida en una lamina de
estropajo, como indica el numeral 5.3.1, se determiné que se hizo uso de 0,0215

g/cm? de Pleurotus ostreatus para la inmovilizacion.

Pleurotus ostreatus present6 una afinidad hacia el biomaterial de soporte (estropajo)
al crecer de manera satisfactoria en menos de una semana, al no evidenciarse

presencia de otros microorganismos (como bacterias u hongos de diferentes
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especies), demostrando que el manejo del procedimiento hasta la fecha se habia

mantenido inocuo.

Garantizar la concentracion de fenol deseada en la muestra de agua no fue posible
debido al peso de cada cristal del reactivo empleado, por lo tanto, se debié manejar
una concentracion cercana a la deseada. Se decidi6 incorporar el estropajo
colonizado en el Erlenmeyer antes que la muestra de agua ya que esto permitia que
el material se impregnara con el agua y no flotara por completo, garantizando el

contacto del hongo con el fenol.

Para la cuantificacion de fenoles en las muestras de agua se utiliz6 un método
colorimétrico por el cual se obtendria una concentracién aproximada segun la
sensibilidad del comparador del kit, es por esto que para las concentraciones finales
se tuvo en cuenta el intervalo en donde estaba comprendida cada muestra en relacion
al comparador, y se realiz6 el andlisis estadistico y la determinacion del porcentaje de
remocion para ambos valores al no poder determinar un valor exacto de la

concentracion de fenol en la muestra.

Para el montaje experimental se hizo uso de dos blancos analiticos en cada
concentracion, el primer blanco (C1B y C2B) hace referencia a la muestra de agua
residual sin presencia del biomaterial de soporte ni la biomasa, esto permite
determinar si el fenol se evapora de la muestra a pesar de estar cubierto por un tapon
de algodon, el segundo blanco (C1 Estropajo y C2 Estropajo) hace referencia a la
muestra de agua residual con Unicamente el biomaterial de soporte, ya que como se
encontré en la bibliografia, el estropajo al ser un material poroso cuenta con la
capacidad de adsorber algunos contaminantes como lo son los compuestos

aromaticos o los iones metalicos.

Pasados los ocho (8) dias del montaje experimental se encontré que para la primera
concentracion (3,7 mg/L de fenol), el hongo Pleurotus ostreatus logré degradar entre
94,59% y 97,30% para las réplicas 1y 3 y entre 83,78% y 89,19% para la réplica 2,
mientras que en la segunda concentracion (8,8 mg/L), el hongo Pleurotus ostreatus
logr6 degradar entre 77,27% y 88,64% para las réplicas 1y 3y entre 88,64% Yy 90,91%
para la réplica 2. El primer blanco (C1B y C2B) no present6 una evidente pérdida de
fenol en ninguna de las concentraciones y el segundo blanco (C1 Estropajo y C2
Estropajo) presentd el mismo comportamiento, esto debido a que el primer
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comparador tiene un intervalo de 1 mg/L por lo que no es evidente visualmente una
pérdida del fenol, mayor a 0,7 mg/L para la primera concentracién o mayor a 0,8 mg/L
para la segunda concentracidon, hasta que la muestra presente una concentracion

fuera de dicho intervalo.

Los resultados obtenidos en la fase experimental se compararon con revisiones
bibliograficas de degradacion de fenoles usando Pleurotus ostreatus, se tuvo en
cuenta tanto el porcentaje de remocion, el tiempo del tratamiento y la concentracion
inicial de fenol, pero no se tuvo en cuenta la naturaleza del compuesto, como se puede

ver en la Tabla 16.

Tabla 16

Comparacion de los resultados experimentales con otros autores.

Concentracion _ _

o Tiempo de Porcentaje de
Autor inicial de fenol . .

tratamiento remocion
(mg/L)

Medina, Patifio 3,7 8 dias 97,30%
Medina, Patifio 8,8 8 dias 90,91%
Najera[70] 10 34 dias 99,8%
Fountoulakis[95] 10,35 20 dias 64,71%
Melendez[69] 8 24 horas 96,5%

Nota. La tabla presenta los resultados obtenidos en el experimento en comparacion
con otros autores que usaron Pleurotus ostreatus para el tratamiento de fenoles.

Teniendo en cuenta esta comparacion, se puede asumir que el proceso experimental
realizado fue exitoso debido a que Pleurotus ostreatus logré degradar porcentajes
muy altos a concentraciones altas y moderadas, lo que demuestra que por medio de
la accion de enzimas como lacasas, manganeso peroxidasas Yy lignina peroxidasas
se logra remover el contaminante de interés (fenol) probando asi la viabilidad de este
tipo de tratamiento biolégico para la descontaminacion de efluentes pertenecientes a

una industria cosmeética.

Se hizo un analisis de varianza haciendo uso del software Minitab®, para el limite
inferior y superior del intervalo al que pertenece la muestra segun el comparador
correspondiente, como se menciono previamente, el primer analisis corresponde al

limite inferior de ambas concentraciones, se obtuvo un valor de F de 1,72 y un valor
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de p de 0,227 por lo que se concluye que hay diferencias estadisticamente
significativas en la accion del material de soporte y la actividad enzimatica de

Pleurotus ostreatus en la muestra de agua residual y se rechaza la hipétesis nula.

Para el limite superior se obtuvo un valor de F de 2,04 y un valor de p de 0,191 por lo
gue se concluye que hay diferencias estadisticamente significativas en la accion del
material de soporte y la actividad enzimatica de Pleurotus ostreatus en la muestra de
agua residual y se rechaza la hipotesis nula.
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6. ESTIMACION DEL COSTO DE INVESTIGACION DE LA PROPUESTA DEL
SISTEMA DE DEGRADACION DE FENOLES

Debido a que la propuesta incluye un desarrollo experimental, se recopilan los

diferentes gastos incurridos durante este proceso, incluyendo items como los

reactivos usados, materiales, equipos y mano de obra, los cuales se muestran en las

siguientes tablas.

Cabe resaltar que la Universidad de Ameérica no presta el servicio de alquiler de

equipos con cobro a externos, por lo que en el precio de los equipos no se calculd

segun la cantidad de horas de uso, en vez, se tomd como el precio comercial del

equipo avaluado por la Universidad de América segun el inventario de laboratorios

suministrado por la entidad.

Tabla 17

Costos de los materiales usados durante la experimentacion.

Materiales Capacidad Cantidad | Costo ($/un)| Costo ($)
Erlenmeyer 250 mL 12 $11.900| $142.800
Erlenmeyer 500 mL 2 $12.614 $ 25.228
Vaso de precipitado 2L 3 $ 23.800 $ 71.400
Vaso de precipitado 1L 1 $ 11.900 $ 11.900
Vaso de precipitado 600 mL 2 $13.328 $ 26.656
Vaso de precipitado 250 mL 2 $10.115 $20.230
Vaso de precipitado 50 mL 4 $ 5.950 $ 23.800
Probeta 100 mL 2 $ 14.280 $ 28.560
Bal6n aforado 1L 2 $41.650 $ 83.300
Espatula Unidad 3 $ 5.950 $17.850
Microespatula Unidad 2 $8.925 $17.850
Puntas desechables Unidad 20 $1.785|  $35.700

para micropipeta

Tubos falcon 13 mL 18 $2.975 $ 53.550
Pinzas Unidad 1 $5.800 $ 5.800
Azas Unidad 4 $4.760 $19.040
Cajas de Petri 100 mm X 15 15 $536 $8.040
Agitador de vidrio Unidad 2 $ 16.065 $32.130
Rollo de aluminio 300 m 1 $ 10.200 $ 10.200
Papel parafilm 1 caja 1 $182.000| $182.000
Algodén 50049 1 $9.000 $9.000
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Tabla 17 Continuacién

Papel kraft 150 m 1 $ 28.000 $ 28.000
Gasa 2m 4 $ 4.500 $ 18.000

Cinta indicadora 50 m 1 $ 96.000 $ 96.000
Cinta de enmascarar 50 m 1 $2.600 $ 2.600
Tijeras Unidad 1 $2.000 $2.000
Bandejas de aluminio 20 unidades 1 $ 7.320 $ 7.320
Estropajo 1 paquete 3 $ 2.500 $ 7.500

Kit de fenol 30 ampolletas 1 $484.100| $484.100
Indicador de pH 1 rollo 1 $ 95.000 $ 95.000
Marcador Unidad 1 $ 3.000 $ 3.000
Termoémetro Unidad 1 $ 25.000 $ 25.000
Subtotal ($) $ 1.593.554

Nota. La tabla muestra los diferentes materiales usados durante la investigacion, los
precios fueron obtenidos de un inventario suministrado por la Universidad de América.

Tabla 18
Costos de los reactivos usados durante la experimentacion.
Reactivos Capacidad Cantidad Costo ($)
Levadura 259 1 $ 4.000
Cloranfenicol 8 capsulas 1 $ 4.500
Glucosa 500 g 1 $12.000
Salvado de trigo 10 kg 1 $21.800
KH2PO4 1 kg 1 $115.192
Peptona 1 kg 1 $ 326.060
MgS04.7H20 1 kg 1 $ 173.740
MnSOa4 1 kg 1 $ 178.500
CuSO4 1 kg 1 $ 160.650
Agar agar 1 kg 1 $9.520
Fenol cristalino 1 kg 1 $ 714.000
Agua destilada 10L 1 $32.000
Subtotal ($) $1.751.962

Nota. La tabla muestra los diferentes reactivos usados durante la investigacion, los
precios fueron obtenidos de un inventario suministrado por la Universidad de América.
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Tabla 19

Costos de los equipos usados durante la experimentacion.

Equipos Cantidad Costo ($)
Cabina de flujo laminar 1 $31.839.900
Centrifugadora 1 $6.612.000
Balanza analitica 1 $ 6.844.000
Horno 1 $ 2.980.040
Balanza 1 $1.687.800
Autoclave 1 $ 2.856.000
Estufa de 2 puestos 1 $ 113.900
Shaker 1 $ 5.452.000
Plancha de calentamiento 2 $ 2.093.800
Incubadora propia 1 $ 300.000
Incubadora 1 $20.111.000
Subtotal ($) $ 80.890.440

Nota. La tabla muestra los diferentes equipos usados durante la investigacion, los
precios fueron obtenidos de un inventario suministrado por la Universidad de América.

Tabla 20
Costos de la mano de obra necesaria durante la investigacion.
Talento . Total Costo
humano Semanas Dias Horas (horas) | ($/hora) Costo ($)
nvestigador | 1 3 5 165 | $10.000 | $1'650.000
nvestigador | 1 3 165 | $10.000 | $1'650.000
Directora 8 1 4 32 $40.000 | $1°280.000
Subtotal ($) $4.580.000

Nota. La tabla muestra la cantidad de horas invertidas por cada investigador y la

directora durante la investigacion.

Tabla 21
Costo de la cepa de Pleurotus ostreatus

Cepa

Costo ($)

Pleurotus ostreatus

$51.000

Nota. La tabla muestra el precio de la cepa de Pleurotus ostreatus comprada al inicio

de la investigacion.
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Tabla 22
Costos conglomerados de cada parametro

Parametro Costo (%)
Materiales $1.593.554
Reactivos $1.751.962
Equipos $80.890.440
Talento humano $4.580.000
Cepa $51.000
Total $88.866.956

Nota. La tabla muestra los gastos totales de la investigacion

Los costos totales de la investigacion, teniendo en cuenta los costos de materiales,

equipos, reactivos y mano de obra es de $88.866.956.

Ademas, se hizo una estimacion del posible costo de escalamiento a la planta de
tratamiento de agua de Laboratorios Esko Ltda, teniendo en cuenta Unicamente los
equipos y algunos materiales necesarios para esto. Se tuvieron en cuenta los
resultados obtenidos durante la fase experimental (100 mL de agua se tratan con 12
cm? de estropajo) y se hizo un escalado hacia el volumen de agua correspondiente.

Se escogieron 2000 Litros que es el volumen maximo que puede procesar
Laboratorios Esko segun la capacidad de su tanque de almacenamiento, se plantea
un tanque de 2000 L que en su interior tiene multiples bandejas porosas, en cada
bandeja se encuentra el estropajo con la biomasa inmovilizada, este diseiio permite
procesar diferentes cantidades de agua hasta un maximo de 2000 Litros. Hay que
tener en cuenta que para los célculos se asumio el tanque como un cubo, mas no

como un cilindro, el esquema se puede ver en la Figura 41.
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Figura 41
Esquema del disefio de escalamiento propuesto
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Nota. La imagen muestra el esquema del disefio
propuesto asumiendo el tanque como un cubo.

El tanque cuenta con 10 bandejas de 1,56 m de lado, logrando un area efectiva de
tratamiento de 2,434 m? por cada una, permitiendo alcanzar los 24 m? de area
necesaria para tratar 2000 Litros de agua. En la Tabla 23 se pueden ver los costos

gue potencialmente traeria este disefio.

Tabla 23
Costos de equipos y materiales principales del disefio escalado
Equipo/Material Cantidad Costo ($/un) Costo total (%)
Tanque plastico
5000 L 1 $1.039.400 $1.039.400
Canastas plasticas
1m x 0,7m X 16 $15.000 $240.000
0,25m
Estropajo 10cm x
18em 425 $2.500 $1.062.500
Subtotal ($) $2.341.900

Nota. La tabla muestra los costos del disefio propuesto para el escalamiento de la
propuesta de tratamiento de fenoles.

Para la producciéon de biomasa es necesaria una cantidad de 516,8 gramos por cada
bandeja (teniendo en cuenta la inoculacion manejada de 0,2584 gramos por cada
lAmina de 12 cm?), asumiendo que de cada litro de medio de cultivo de salvado de
trigo se producen 15,504 gramos serian necesarios 33,33 litros de solucion, en la
Tabla 24 se muestran los costos de los reactivos necesarios para preparar 34 litros

del medio de cultivo.
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Tabla 24
Costos de reactivos necesarios para la produccion de la biomasa del disefio
ropuesto

Reactivos Capacidad Cantidad Costo ($)
Levadura 259 2 $ 8.000
Cloranfenicol 8 capsulas 1 $ 4.500
Glucosa 500 g 1 $12.000
Salvado de trigo 10 kg 1 $ 21.800
KH2PO4 1 kg 1 $115.192
Peptona 1 kg 1 $ 326.060
MgSQ4.7H20 1 kg 1 $173.740
MnSOa4 1 kg 1 $ 178.500
CuSOq4 1 kg 1 $ 160.650
Agar agar 1 kg 1 $9.520
Agua destilada 40 L 1 $128.000
Subtotal ($) $1.137.962

Nota. La tabla muestra los costos de reactivos necesarios para preparar 34 litros del

medio liquido de salvado de trigo para la produccién de biomasa.

El costo de un reactor de 50 litros ronda los $42.636.000 COP (11000 USD con una
tasa de cambio de 3.876 COP) [96] por lo que se puede considerar la tercerizacion
de la produccion de la biomasa flngica e inmovilizacién en las laminas de estropajo,

en una planta piloto.

Teniendo en cuenta lo anterior, el costo del disefio propuesto tiene un valor de
$3.479.862.
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7. CONCLUSIONES

Se evaluaron tedricamente las diferentes tecnologias disponibles para la depuracion
de fenoles en aguas residuales, pasando por las tecnologias fisicas, quimicas y
biolégicas, se decidi6 que las tecnologias biolégicas son las que presentan mas
ventajas ya que tienen bajo costo y altas eficiencias a diferencias de las tecnologias

no biolégicas que pueden incurrir en altos costos de implementacion o mantenimiento.

Se selecciond un tratamiento para la degradacion de fenoles en las aguas residuales
haciendo uso de una matriz de seleccion por el Método Pugh, teniendo en cuenta
parametros como inocuidad, patogenicidad, capacidad de degradacién de
compuestos aromaticos, colonizacién de un sustrato lignoceluldsico y los intereses
del semillero de investigacion, obteniendo como resultado que los hongos son el

tratamiento que mejor se adapta a las necesidades de Laboratorios ESKO Ltda.

Se establecieron las condiciones que mas favorecen el proceso de degradacion de
fenoles por medio del uso de Pleurotus ostreatus inmovilizado en un soporte
biodegradable, estableciendo una temperatura de crecimiento en incubadora con
agitacion constante a 30 °C, usando como medio salvado de trigo. La concentracion
inicial de 3,7 mg/L de fenol permitié alcanzar porcentajes mas altos de degradacion
de hasta el 97,30%, mientras que la concentracion inicial de 8,8 mg/L de fenol permitio

alcanzar porcentajes de degradacion de hasta 90,91%.

Se estimé el costo de la investigacion de la propuesta teniendo en cuenta parametros
como los costos de materiales, reactivos, equipos y la mano de obra, haciendo uso
del inventario de laboratorio de la Universidad de América cuando fue necesario,
llegando a un costo total de $88.866.956.
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RECOMENDACIONES

Realizar el proceso investigativo usando otros materiales de inmovilizacién como el
polisombra o la espuma de poliuretano para evaluar su rendimiento en comparacion

con el estropajo.

Establecer el peso seco de la biomasa que se va a poner en contacto con la muestra
de agua para determinar el crecimiento del hongo en el material de inmovilizacion y

conocer la cantidad real de biomasa que va a tratar el agua.

Realizar el proceso de degradacién a temperaturas diferentes a la ambiental y

haciendo el uso de agitacién para evaluar su rendimiento.

Realizar el experimento usando un método de cuantificacion de fenoles que permita

conocer las concentraciones reales en la muestra de forma mas exacta.

Escalar el proceso a la planta de tratamiento para comparar la eficiencia a nivel

laboratorio con la eficiencia en proceso y asi determinar su viabilidad.
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