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Los policlorobifeniles son un compuesto organico persistente altamente toxico y dificil de de-
gradar. Debido a sus caracteristicas fisicoquimicas suelen acumularse en sedimentos y tejidos
grasos, sin embargo, su ingreso al medio ambiente estd dado principalmente por el aire y el
agua. A través de estas vias llegan finalmente a las plantas de tratamiento de aguas residua-
les, donde pueden reincorporarse a rios y mares o bien pasar a formar parte de los biosolidos,
lo cual permite su ingreso a la cadena alimenticia.

Su uso y produccién se encuentra regulado por el Convenio de Estocolmo, el cual prohibe
la produccion y promueve el desuso de artefactos que ain lo contengan. Dado que Chile
se encuentra adscrito a este convenio, se hace necesario buscar formas de tratamiento que
permitan removerlo de forma definitiva del ambiente.

Una de las técnicas utilizadas para el tratamiento de PCBs en aguas residuales corres-
ponde al uso de biopeliculas para su degradacion. Este trabajo busca disenar un sistema
de tratamiento que permita remover PCBs de las aguas residuales mediante biopeliculas de
Burkholderia xenovorans. Para esto se estudia tanto el crecimiento de la biopelicula en car-
bon activo, biochar de pino y carriers de PLA, como la remocion de bifenilo lograda con
cada uno. Se realiza ademas el disenio conceptual de un reactor de biopelicula de lecho mévil,
utilizando como caso de estudio una planta de tratamiento de aguas residuales de la ciudad
de Santiago.

Se tiene que el crecimiento de las bacterias es mayor en adherencia al material soporte,
logrando concentraciones mayores a las que se tienen en suspension en todos los casos .
Particularmente se tienen concentraciones de 1,04 x 10'° [UFC/mL] para el crecimiento en
carbon activo, 8,07 x 10° [UFC/mL] para biochar de pino y 7,72 x 10° [UFC/mL]| para
carriers de PLA.

Se logran remover un 99,99 % de bifenilo con biopelicula creciendo tanto en carriers de
PLA como en biochar de pino y un 99,90 % creciendo en carbon activo. En todos los casos
se tiene una mayor remocion al utilizar la biopelicula versus la bacteria en suspension y el
material soporte por si solo.

Utilizando los porcentajes de remociéon anteriores y datos de planta de tratamiento, se
disefian reactores de 6,12 [L.] usando carriers de PLA, 7,73 |L] usando carbon activo y 9,99
[L] utilizando biochar de pino como soporte de crecimiento.

A partir de estos resultados es posible concluir que la remocién de bifenilo mediante
biopeliculas de Burkholderia zenovorans es factible para todos los soportes probados, sin
embargo se requieren pruebas adicionales para comprobar su factibilidad a escala industrial.
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Capitulo1: Introduccion

1.1. Antecedentes Generales y Motivacion

En las dltimas décadas ha existido un gran interés por estudiar y comprender los efectos
adversos provocados por contaminantes peligrosos en la salud y el medio ambiente. Del mismo
modo, ha aumentado la preocupacion por la correcta disposicion de estos contaminantes y
su tratamiento, para asi evitar posibles consecuencias. [5,6] Se ha tenido particular interés
en los Contaminantes Organicos Persistentes (COP) dada su alta estabilidad y su capacidad
de ingresar a la cadena alimenticia y acumularse en los tejidos grasos, donde pueden causar
problemas incluso a muy bajas concentraciones. [7]

Los policlorobifenilos (PCBs) son un COP de gran relevancia, dado el alto impacto que
tienen sobre el medio ambiente y su alta toxicidad en animales y humanos. Esto ha llevado a
desarrollar diversos métodos de tratamiento para removerlos de las aguas residuales de forma
limpia y costo-efectiva, dentro de las cuales se encuentra la bioremediacion. [8]

Si bien las comunidades bacterianas son capaces de degradar los contaminantes en su
forma nativa, las velocidades de degradacion no son lo suficientemente rapidas como para
disminuir la concentraciéon de contaminantes de forma considerable. En este contexto el uso
de biopeliculas ha atraido bastante interés, dada las ventajas que muestra en cuanto a la
proteccion de los microorganismos y aumento de velocidades de conversion. [9, 10]

Para el tratamiento de altos volumenes de aguas residuales se han utilizado distintos
tipos de reactores de biopeliculas. Estos se han utilizado tanto para el tratamiento de aguas
municipales como industriales, puesto que requieren menos espacio que los reactores de lodos
activados y el tratamiento no es dependiente de la separacion de lodos. [2,11]

Dado que Chile se encuentra suscrito al Convenio de Estocolmo, en el cual se busca
proteger a los humanos y al medio ambiente de los contaminantes orgénicos persistentes, se
deben implementar mecanismos para lograr una gestion ambiental racional de PCBs para
el ano 2028. Particularmente, se deben realizar esfuerzos decididos para gestionar aquellos
residuos que contengan mas de un 0,005 % de PCBs. [6,12]

A partir de lo anterior nace la idea de implementar nuevos métodos de tratamiento de
PCBs en Chile. Este trabajo busca estudiar el tratamiento mediante la bioremediaciéon con
biopeliculas de Burkholderia renovorans, utilizando como superficies de crecimiento carbom
activo, biochar de pino y carriers de acido polilactico (PLA) generados mediante impresion
3D. Se estudia esta forma de tratamiento con la intencion de utilizar reactores de biopelicula
en plantas de tratamiento de aguas residuales.



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Disenar un proceso sidestream de tratamiento utilizando biopeliculas para la remociéon de
PCBs en planta.

1.2.2. Objetivos especificos

e Analizar crecimiento de biopeliculas de Burkholderia xenovorans en distintos soportes

e Analizar remocion de bifenil por medio de biopeliculas de Burkholderia xzenovorans en
distintos soportes

e Disenar conceptualmente un sistema de tratamiento de PCBs basado en un reactor de
biopelicula de lecho movil

1.3. Marco Teoérico

1.3.1. Policlorobifenilos

Los PCBs son compuestos organicos sintéticos ampliamente utilizados en la industria.
Consisten en anillos fenolicos unidos desde uno a diez atomos de cloro, existiendo 209 posibles
configuraciones o congéneres En la Figura 1.1 se muestra la estructura general de un congénere
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Figura 1.1: Estructura molecular general de un congénere

La formula molecular de los PCBs corresponde a CioH g (g44)Clyyy siendo x e y el niimero
de atomos de cloro unidos a cada anillo fenil respectivamente, donde la suma de ellos debe ser
menor o igual a 10. El grado de cloracion de los distintos congéneres afecta sus propiedades.
[1,13]

Las propiedades caracteristicas de los PCBs corresponden a una alta hidrofobicidad, baja
presion de vapor y alta resistencia a la degradacién quimica. Ademéas de una baja conductivi-
dad eléctrica y alta conductividad térmica. Estas propiedades les han permitido ser utilizados
como dieléctricos y liquidos aislantes en capacitores y transistores. [13, 14|

Las propiedades de los PCBs lo hacen ser persistente en el medio ambiente, siendo dificil
su degradacion. Suelen acumularse en sedimentos y tejidos grasos, donde son mas afines. [14]

Dado lo anterior se clasifican como Contaminantes Organicos Persistentes (COP), y como
tal su producciéon y uso estan regulados por la Convenciéon de Estocolmo. En esta se busca



proteger a la salud humana y al medio ambiente de los efectos téxicos de los COP, por lo que
se prohibe la produccion de PCBs y se propone una serie de acciones para promover su desuso
progresivo. [12,15] Se han reportado diversos efectos debido a la exposicion de PCBs tanto
en animales como humanos. Su toxicidad suele aumentar segtin el grado de cloracion, los
PCBs mas clorados son toxicos solamente debido a su presencia en los tejidos, mientras que
aquellos menos clorados pueden ser toxicos debido a su participacion en el metabolismo. [16]

La agencia internacional para la investigacion del cancer (IARC) clasifica a los PCBs
como probablemente carcindgeno para humanos, afectando principalmente al higado, tracto
biliar y probablemente al cerebro. [13] Ademas se han reportado efectos en la piel, higado,
desarrollo de bronquitis crénica, inmunodeficiencia y efectos hormonales. Esto tltimo se debe
a la estructura de los PCBs, los cuales pueden reemplazar a las hormonas de la tiroides en
sus sitios de reconocimiento, siendo potencialmente peligrosa la exposicion a PCBs durante
periodos de desarrollo [13,17]

Si bien el uso de PCBs ha disminuido desde la promulgacion del Convenio de Estocol-
mo, estos siguen estando presente en el ambiente. Dada su afinidad por material organico
se bioacumulan en la cadena alimenticia, ademas de liberarse a la atmoésfera por la incine-
racion o mala disposicion de equipos que contienen PCBs. Al liberarse al ambiente pueden
transportarse a través del aire o el agua, llegando finalmente a las plantas de tratamiento,
donde pueden reincorporarse a rios o mares, o bien pasar a ser parte de los bio-s6lidos e in-
gresar a la cadena alimenticia cuando estos son utilizados como fertilizantes. [18] En la figura
1.2 se muestran estas vias de ingreso de los PCBs al ambiente, y se puede notar el posible
rol de las plantas de tratamiento de aguas como punto de remocién de los PCBs del ambiente
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Figura 1.2: Fuentes de ingreso y movimiento de PCBs en el medio ambiente [1]



En Chile se han utilizado los PCBs durante los dltimos 50 anos. A pesar de haberse
prohibido su uso al adscribirse al Convenio de Estocolmo, se ha encontrado la presencia de
este contaminante tanto en los suelos, vegetacion, animales y aire. [19]

En 2004 se realizé el Inventario Nacional de PCBs, donde se consideraron tnicamente
los equipos que utilizan este compuesto, como transformadores y dieléctricos Se realizaron
encuestas a las empresas usuarias para diferenciar entre los equipos en uso y aquellos en
almacenamiento o dados de baja, dando como resultado la presencia de al rededor de 700
toneladas de PCBs a lo largo del pais, donde un 46 % se encuentra en uso. Cabe destacar
que se entrevistd a empresas de los rubros mineros, industriales, energéticos y petroquimicos
, dado su alto consumo energético. En la Figura 1.3 es posible observar la distribucion de
PCBs por region. [19]

Distribucion de PCBs en Chile
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Figura 1.3: Toneladas totales de aceites dieléctricos con PCBs declaradas por region

1.3.2. Meétodos de tratamiento

Incineracién La incineracion de PCBs es una técnica de tratamiento establecida a nivel
industrial y ampliamente utilizada. En Estados Unidos esta técnica es la més usada debido
a regulaciones ambientales: el Codigo de Regulaciones Federales indica la obligatoriedad de
incinerar muestras contaminadas de mas de 500 ppm de PCBs. [20,21]| Para una eliminacion
efectiva de PCBs mediante esta técnica, se recomienda incinerar durante 2 segundos a 1100°C,
con un 3% de oxigeno en exceso. [22]

Métodos quimicos Este tipo de tratamiento busca bajar la toxicidad de los PCBs me-
diante el reemplazo progresivo de los cloros. Para un tratamiento efectivo se necesitan ademas
altas temperaturas y presiones. [18,23| Suelen utilizarse metales de baja valencia en soluciones
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de alcohol, donde el magnesio es el més utilizado, o bien reactivos como los polietilenos glico-
latos de metal alcalino, los cuales se producen mediante derivados del sodio o potasio. [22,23]
Si bien estas tecnologias permiten remover del orden del 99% de los PCBs presentes en
los solidos, estas tienen un alto impacto dadas las altas temperaturas y condiciones acidas
utilizadas. [18,20,22]

Tratamientos térmicos Las microondas pueden utilizarse para tratar sedimentos conta-
minados con PCBs, puesto que estas ondas son ciegas a los componentes comunes del suelo y
se concentran en los contaminantes presentes. [20] Se ha demostrado que el tratamiento tér-
mico puede ser muy eficaz, logrando la remocion de entre el 90 y 95 % de PCBs en sedimentos,
sin embargo, las condiciones de operacion son fundamentales puesto que a bajas temperatu-
ras se forman dioxinas, mientras que la descomposicion se logra entre 300 y 600°C. |20, 23]

Métodos biolbogicos

(a) Fitorremediacién La fitorremediacion es una alternativa sustentable para el trata-
miento de PCBs. En esta se utilizan plantas para extraer, secuestrar y detoxificar
contaminantes desde los suelos. [18,20] Este tratamiento se basa en la absorciéon de
contaminantes por parte de las raices de las plantas, para luego ser degradadas tanto
por enzimas de la propia planta, como por microorganismos arraigados en las raices. [20]
Mediante esta técnica es posible degradar PCBs de baja cloracion, puesto que los alta-
mente clorados sueles ser resistentes a los procesos metabolicos [18]

(b) Bioremediacion La bioremediacion es un método de tratamiento natural basado en
el uso de microorganismos para degradar contaminantes. [18| En el caso de los PCBs
se tienen dos posibles mecanismos de degradaciéon: aerobios y anaerobios.

El tratamiento anaerobio permite degradar PCBs con un alto grado de cloracion, lo-
grando disminuir la toxicidad mediante la sustituciéon de cloros por hidrégeno. La de-
cloracion mediada por microorganismos suele centrarse en la remocion de cloros en
las posiciones meta y para, dejando principalmente PCBs clorados en la posicion or-
to. [18,20,24] El tratamiento aerdbico en cambio, logra degradar aquellos PCBs con
bajo nivel de cloracion, transformandolos en primer lugar en acido clorobenzoico y
degradandolos posteriormente a compuestos menos toxicos. [18,20]

Se han utilizado principalmente dos técnicas de bioremediacion para la degradacion
de PCBs, la bioestimulacion y la bioaumentacion. La bioestimulacion busca estimular
la flora microbiana nativa, proporcionando las condiciones 6ptimas para que esta se
desarrolle, mientras que la bioaumentacion se refiere a la suplementaciéon de la flora
nativa, mediante la adiciéon de bacterias o consorcios microbianos capaces de degradar
el contaminante deseado. [18,25]

Para la bioestimulaciéon anaerobia se han utilizado compuestos aroméaticos alogenados
los cuales inducen genes relacionado con la decloracion. Se ha demostrado también que
la adicion de hierro estimula el crecimiento de bacterias decloradoras de PCBs y dis-
minuye la fase lag antes del inicio de este proceso, por lo que ha sido utilizado como



bioestimulante tanto como Fe? como en FeSO,. En el caso de los tratamientos aero-
bios, se utiliza principalmente bifenilos como bioestimulante puesto que puede inducir
la degradacion aerdbica de PCBs, sin embargo, también es posible utilizar oxigeno o
surfactantes para estimular el tratamiento. [8,18,25]

En el caso de la bioaumentacién se ha utilizado principalmente Dehalobium chloro-
coercia DF'1, la cual es capaz de intensificar la decloracion de PCBs en condiciones
anaerobias. [8, 18] Para el tratamiento aerébico en cambio, suelen utilizarse consor-
cios bacterianos de Pseudomonas, Burkholderia, Comamonas, Rhodococcus y Bacilus

las cuales en conjunto son capaces de degradar un amplio rango de congéneres de
PCBs. [18,25]

Si bien la bioremediaciéon permite remover PCBs de manera sustentable debido a su
bajo impacto ambiental, existen diversas limitaciones con este tipo de tratamiento. La
velocidad de remocion a escala industrial es bastante més lenta que la reportada para
estudios a nivel de laboratorio, debido a restricciones en el transporte de masa. [26] Si
bien la degradacion puede mejorarse mediante las técnicas mencionadas anteriormente,
existe un limite dado por la desorcion del material organico desde los sedimentos. [20,26]

Actualmente Chile no cuenta con incineradores o rellenos de seguridad para el tratamiento
efectivo o disposicion de PCBs. Dado que los voliimenes generados de este contaminante son
bastante bajos, se requieren tecnologias de tratamiento que permitan eliminarlos de forma
costo-efectiva. [6]

1.3.3. Burkholderia Xenovorans

La bacteria Burkholderia Xenovorans cepa LB400 ha sido una de las especies méas estu-
diadas que poseen la capacidad de degradar PCBs, puesto que pueden degradar un amplio
rango de congéneres. |27, 28| Esta bacteria Gram negativa y aerdbica se ha convertido en un
modelo de estudio para la comprension de la degradacion aerébica de PCBs. [29, 30|

La secuenciacion del genoma de este organismo permitié identificar la presencia de al
menos 11 vias centrales de degradacion de compuestos aroméaticos, dentro de las cuales se
encuentra la ruta metabolica bhp, la cual permite degradar bifenilo. [29,30] En la Figura A.1
se muestra esta ruta, la cual permite obtener piruvato y benzoato. (ver Anexo A)

La cepa LB400 es capaz de crecer con bifenilo como tinica fuente de carbono. Se ha logrado
su crecimiento utilizando medio minimo M9 como medio de cultivo y 5mM de bifenilo como
fuente de carbono. [28]

1.3.4. Reactor de biopelicula de lecho mévil

Los reactores de biopelicula de lecho mévil (MBBR por sus siglas en ingles) son reactores
continuos con una alta superficie especifica de biopelicula. Esto se logra mediante el creci-
miento de bacterias adheridas a carriers con alta area superficial. [2] Estos pueden funcionar
tanto de forma aerébica como anaerobia, cambiando tinicamente el método de mezcla, como
se observa en la Figura 1.4. [2,31]



Reactor aerobico Reactor anoxice y anaerobio

Figura 1.4: Mezclado en reactores de biopelicula de lecho movil. En el caso aerobico el mo-
vimiento es causado por la aireacién mientras que en el anaerobio se usan mezcladores me-
cénicos. [2]

Inicialmente los MBBR se disenaron con la idea de remover nitréogeno de aguas residuales
municipales, sin embargo desde entonces se han desarrollado aplicaciones tanto en tratamiento
municipal como industrial. [2,32] Se han utilizado a escala industrial en méas de 50 paises
tanto para remover nitrogeno como materia organica soluble. 3,31, 32]

Por otro lado los MBBR han sido utilizados para el tratamiento de distintos tipos de
contaminantes peligrosos, particularmente ha sido satisfactorio su uso para la remociéon de
contaminantes orgénicos. Se ha demostrado la factibilidad de remocion de fenoles mediante
MBBR en serie, utilizando una configuracién anaerobio-aerobio. Del mismo modo, se ha
logrado el post-tratamiento de pigmentos azoicos, donde MBBR en serie han sido utilizados
para el tratamiento de aminas aromaéticas, formadas durante la descomposiciéon de estos
pigmentos. [33-35]

Con respecto al tratamiento de PCBs mediante el uso de MBBR, se ha logrado remover
al rededor de un 84 % de PCBs presentes en aguas residuales utilizando una configuracion
anaerobia-aerobia. Si bien los estudios realizados no han sido implementados a escala indus-
trial, parece ser una buena alternativa de tratamiento. [35]

Sistema de soporte: uso de carriers El principio bajo el cual trabajan los MBBR
corresponde a la inmovilizacién de biomasa en los carriers, de esta forma se logra un proceso
continuo y se elimina la necesidad de recircular lodos. [3,32| Para que el proceso funcione
correctamente, es necesario mantener una alta proporcién de biomasa activa en el reactor, con
lo cual se hace relevante el material utilizado como superficie de soporte de la biopelicula [32]

Se requiere que el material utilizado como carrier permita el anclaje de microorganismos
de forma estable y rapida, ademas de poseer una alta area superficial por unidad de volumen.
[32,36] En este contexto se han utilizado rocas, grava, arena, carbon activo y una amplia gama
de plasticos y materiales sintéticos, dentro de los cuales se han utilizado carriers impresos en
3D. [3,32,37] En la Tabla 1.1 se muestra la informacion de disefio de alguno de los carriers
producidos comercialmente por AnoxKaldes, quienes disenaron el primer soporte utilizado
para este tipo de tratamiento. [38] En la Figura 1.5 se observan los carriers anteriormente
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nombrados.

Tabla 1.1: Carriers producidos por AnoxKaldnes

Tipo de carrier

Kl K2 K3
Didmetro [mm)| 91 15 25
Largo |mm)| 72 15 12

Area superficial especifica [m?/m?®| 500 350 500

Figura 1.5: Carriers K1, K2 y K3 producidos de forma comercial [3]

Operacién y diseno Una gran ventaja del MBBR es que la fraccion de llenado del reactor
(f) con los carriers puede definirse de acuerdo a las necesidades de cada aplicacion, es decir,
el volumen del tanque relleno de carriers se escoge dependiendo del tratamiento a realizar.
Sin embargo, no debe sobrepasarse el 70 % de llenado, puesto que los soportes deben moverse
libremente, minimizando los choques para evitar el desprendimiento de la biopelicula. |3, 32]

Puesto que se trata de un proceso de biopelicula, la difusién de compuestos dentro y fuera
de esta son muy relevantes. Es necesario mantener una biopelicula delgada pero que cubra
una alta area superficial para minimizar la distancia que deben recorrer los contaminantes.
Para lograr una biopelicula con estas caracteristicas se debe controlar la turbulencia en el
reactor. |3, 38|

La formacion de biopelicula se ve afectada a su vez por la velocidad de carga organica
(Ver ecuacion (1.1)). Velocidades bajas y moderadas producen biopeliculas méas variadas, lo
cual a su vez aumenta la eficiencia de remocion. [38,39]

Concentracion de materia orgénica [g DQO/L]
Volumen util |L]

VCO = Q [L/s] - (1.1)

Existen tres distintos enfoques para el diseno de MBBR: calculos en base a los parametros
de rendimiento del proceso, ecuaciones empiricas o simulacion avanzada del proceso. [40] El
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método mas utilizado corresponde al uso de la velocidad de carga de area superficial (SALR)
como parametro de rendimiento. [41]

La SALR indica los gramos de material ingresando al reactor por dia, por m? de superficie
de carrier. Un valor de diseno de SALR permite obtener el area superficial total de carriers
requerido junto con el volumen de reactor, tal como se muestra en la ecuacion (1.2). [36,41]

Q-5
V = -1 1.2
MBBR = o7 5" Lpee - f 00 (1.2)

3] Q= flujo que ingresa al reactor [m?/d]
2

Viepr= volumen del reactor [m
f= fraccion de llenado del reactor[ %] Aspe.= area especifica de carrier [m
So= Concentracion del contaminante en el flujo de entrada [g/m?]

- mY]

De forma similar, el diseno de MBBR. puede realizarse utilizando el pardmetro flujo de
remocion por area superficial (SARF). Este corresponde a la cantidad de contaminante re-
movido por unidad de superficie por dia. [40] Como se observa en la ecuacion (1.3), este
parametro permite obtener el volumen del reactor.

Q-8 E
VveBr = SARF - Ay f 100 (1.3)

Vuear= volumen del reactor [m?] Q= caudal que ingresa al reactor [m?/d]
Agpec= area especifica de carrier [m? -m™3] E= porcentaje de remociéon de contaminante [ %]
f=fraccion de llenado del reactor [ %)]

Sp= Concentracion del contaminante en el flujo de entrada [g/m?]

2

Si bien el tiempo de residencia no suele utilizarse como parametro de diseno, este se puede
calcular a partir del volumen del reactor. Cabe destacar que para procesos de tratamiento con
biomasa adherida, puede tenerse una separacién entre el tiempo de residencia de la biomasa y
del liquido. [36,42] En la ecuacion (1.4) se muestra el tiempo de residencia hidraulico (HRT)

HRT(6) — VMSBR . 214[? (1.4)




Capitulo2: Metodologia

2.1. Crecimiento bacteriano

El crecimiento general de la cepa Burkholderia xenovorans se realiza mediante el siguiente
procedimiento.

En un matraz de 250 mL se colocan 330uL de bifenilo en acetona 1.5M, este se deja
evaporar de modo que quede unicamente el bifenilo al fondo del recipiente. A esto se le
anaden 100 mLL de medio minimo M9, el cual se prepara segin lo estipulado en el Anexo B.1
y se agregan 100ul. de inoculo. Se incuba a 30°C y una agitacién de 100 rpm.

Para el crecimiento de biopelicula se sigue el mismo procedimiento pero agregando 3
gramos de carbon activo, 0,5 gramos de biochar de pino, o bien carriers de PLA segin
corresponda.

2.1.1. Cinética de crecimiento

Se preparan cultivos segtn el procedimiento mencionado en la seccion 2.1, preparando en
suspension, de biopelicula y con agente adsorbente. Cada cultivo se prepara en triplicado

Se toman muestras de 1 mL al iniciar el cultivo y al rededor de las 8, 20, 24, 25, 27, 29,
45, 55 y 75 horas siguientes. Para los cultivos correspondientes se toman muestras del agente
adsorbente. En el caso del carbén activo y el biochar se utiliza un asa bacteriologica para
retirar suficiente material para llenar la punta de un tubo de 1,5 mL, mientras que al utilizar
carriers de PLA, se toma un carrier de 10 mm de didmetro por cada muestra.

Para analizar las muestras de crecimiento en suspensiéon se realiza una diluciéon en serie
de cada muestra hasta un factor de 10°, y homogeneizando en cada paso mediante vortez.
Se siembran las diluciones de 10° y 10° en placas con medio minimo M9 agar (Ver Anexo
B.2) y se incuban a 30°C. Finalmente se cuentan las colonias en cada placa y se calcula la
concentracion inicial de bacterias mediante la ecuacion (2.1).

UFC N-D
ml,

(2.1)

Donde UFC corresponde a unidades formadoras de colonias, N corresponde al ntmero de
colonias contadas, D al factor de dilucion y V al volumen de muestra sembrada.

Las muestras de crecimiento en adherencia se analizan de forma similar a las de crecimiento

10



en suspension. En primer lugar se suspende la muestra en medio minimo M9 suficiente para
cubrirlo por completo, luego se realizan 3 ciclos de sonicacion de 3 minutos, recuperando el
sobrenadante entre cada uno. El medio recuperado total se utiliza para realizar una dilucion
seriada, con la cual se continua con el mismo procedimiento de analisis que para las muestras
liquidas.

2.1.2. Caracterizacion biopelicula

Para observar el crecimiento de la biopelicula se prepararon cultivos segin el procedimiento
mostrado en la seccién 2.1, se tomaron muestras de cada material para ser analizadas por
microscopio electronico de barrido (SEM) en el Laboratorio de Microscopia Electronica y
Microanélisis de la Facultad de Ciencias Fisicas y Matematicas de la Universidad de Chile.
Las muestras se metalizaron en oro y se examinaron al vacio a 20 kV.

Se analiza la composicion de las muestras mediante fluorescencia de rayos X por energia
disperiva (EDS).

2.2. Remocion de bifenilo

2.2.1. Medicién concentracion bifenilo

En primera instancia se realizé una curva de calibraciéon de concentraciéon de bifenilo
versus intensidad de fluorescencia, para lo cual se prepararon muestras de bifenilo de 5000uM,
500uM, 50uM, 5uM y 0,5uM El bifenilo se encuentra originalmente disuelto en acetona, por
lo que para. preparar las muestras esta se deja evaporar y el bifenilo se resuspende en medio
M9. La fluorescencia fue medida en un espectroscopio Hitachi F-2700 a una excitacion de
250 nm, obteniéndose la maxima emision a una longitud de 312 nm.

A partir de los resultados obtenidos se genera la curva de calibracién, con la cual se
obtienen las concentraciones de bifenilo para todas las mediciones realizadas posteriormente.
El detalle de esta curva se encuentra en la seccion 3.1

2.2.2. Experimentos de adsorcién

Cinética de adsorcién

Se preparan muestras de 100mL de medio M9 con una concentracion inicial de bifenilo
de 5mM. Se agregan 3 gramos de carbén activo o un carrier de PLA de 20mm de diametro,
segin corresponda. Se mezclan las soluciones durante 90 minutos en un agitador incubadora
orbital Yihder LM-450D a 30°C y 100 rpm, tomando muestras a los 5, 10, 20, 30 , 45 , 60 y
90 minutos.

Se mide la concentracion de bifenilo segin el procedimiento mencionado en la seccion
2.2.1, y se realiza un grafico de porcentaje de bifenilo adsorbido en funcion del tiempo. El
porcentaje adsorbido se calcula segtn la ecuacion (2.2)

Co—C

Porcentaje bifenilo adsorbido = c
0

-100 (2.2)

11



Isoterma de adsorcion

Se preparan soluciones de 100mL de medio M9 a distintas concentraciones de bifenilo,
para lo cual se agrega bifenilo disuelto en acetona y se deja evaporar. Se agrega el medio M9
y 3 gramos de carbo6n activo, 0,5 gramos de biochar de pino, o un carrier de PLA de 20 mm
de didmetro (2,35 gr. aprox.) , segtn corresponda. Se preparan muestras de 30uM, 50uM,
150pM, 300uM, 500uM v 700uM y se dejan a 30°C y 100 rpm en un agitador incubadora
orbital Yihder LM-450D durante 48 horas, hasta alcanzar el equilibrio.

Se mide la concentracion de bifenilo en solucién utilizando el procedimiento mencionado
en la seccion 2.2.1. A partir de estos datos y la concentracion inicial se calcula la capacidad
de adsorcion, como se observa en la ecuacion (2.3).

C’0 - Ce [mg/L]

=V T

(2.3)

Donde V corresponde al volumen de muestra y m a la masa de adsorbente utilizado.

Se grafica la capacidad de adsorciéon en funcion de la concentracion de equilibrio.

2.2.3. Porcentaje de remocién

El porcentaje de remocién de bifenilo logrado se obtiene a partir de las muestras tomadas
durante la cinética de crecimiento. Como se indica en la seccién 2.1.1, para cada tiempo se
toma una muestra de 1 mL de la cual se utilizan 100 uL para realizar una diluciéon en serie.
El resto de la muestra se utiliza para medir la concentracion de bifenilo.

Se utiliza unicamente la muestra final (75 horas), la cual es filtrada mediante un filtro de
jeringa con un tamano de poro 0,22 pum para remover las bacterias. Esta muestra filtrada es
utilizada para medir la concentraciéon restante de bifenilo mediante el procedimiento men-
cionado en la seccion 2.2.1, y a partir de este dato y la concentracion inicial se calcula el
porcentaje removido, tal como se observa en la ecuacion (2.4)

Co—C

0

Porcentaje bifenilo removido =

.100 (2.4)

2.3. Diseno reactor

En primer lugar se hace una revision bibliografica con respecto a los reactores de biopelicula
de lecho movil, investigando su modo de operaciéon, condiciones de operacién y métodos de
diseno utilizados. Se analizan las ventajas y desventajas de los distintos métodos encontrados,
y se selecciona uno en base a la informacién disponible y al tiempo y complejidad de desarrollo.

Luego se realiza una btsqueda de valores apropiados para los parametros relevantes para el
disenio, buscando datos de plantas de tratamiento tanto chilenas como extranjeras. Se toman
supuestos con respecto a los datos para los cuales no se tiene informacion de planta y se
incorporan los datos obtenidos a partir de los resultados experimentales.
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Finalmente se realiza un analisis de sensibilidad para rangos de porcentaje de remocién de
bifenilo logrados, concentraciones y flujos de entrada y el porcentaje de llenado de carriers,
los cuales se establecen luego de una investigacion previa.
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Capitulo3: Resultados y discusiones

3.1. Determinaciéon de la concentracidén de bifenilo en el
medio

En la Figura 3.1 es posible observar la curva realizada para la medicién de bifenilo, donde
se grafican los resultados en escala logaritmica para apreciar la curva en su totalidad. Ademas
en el Anexo C se presentan los valores promedio y desviaciones estandares obtenidas para las
muestras en triplicado. Esta curva es utilizada para todas las mediciones que se presentaran
en las secciones siguientes.

Curva de calibracion

10000
8 y = 2218310727 L
= R2=0,9842 5 .
8 1000 ’ 8.
o
3 3
T 100 _yeat?
-
- I
1] "
E )
(1]
'
E
1
0,0000001 0,000001 0,00001 0,0001 0,001 0,01 0,1 1

Concentracion bifenilo [M]

Figura 3.1: Curva de calibracion de bifenilo por espectroscopia de fluorescencia, anélisis en
triplicado

Si bien la linea de tendencia que se observa en el grafico es de la forma y = a - 2%, para
obtener las concentraciones de bifenilo en las secciones correspondientes, se utiliza su forma
logaritmica como se muestra en la ecuacion (3.1).

_ logio(y) — 5,34

logio(z) = 0 )727 (3.1)
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3.2. Experimentos de adsorciéon

3.2.1. Cinética de adsorcion de bifenilo en distintos materiales so-
porte

Se estudia la cinética de adsorcion del bifenilo en los distintos materiales utilizados como
soporte de crecimiento de biopelicula para determinar el tiempo que demora en alcanzarse la
concentracion de equilibrio.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.2, donde es posible observar el com-
portamiento para cada uno de los materiales utilizados. Se muestran los resultados obtenidos
para analisis en duplicado, junto con su respectiva tendencia calculada a partir de una media
movil de dos periodos. En la Tabla 3.1 se muestra un resumen de las adsorciones méaximas
logradas para cada material, asi como el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio en cada
caso.

Tabla 3.1: Resumen adsorcién méaxima de bifenilo lograda por cada material y el tiempo que
se requiere para alcanzar esta adsorcion

Material Tiempo equilibrio [min] Adsorcion maxima [ %]
Carbon activado 40 99,87
Carriers de PLA 30 99,60
Biochar de pino 10 99,99

Cabe destacar que para el carbén activado se tiene una adsorcién mas lenta que para los
demés materiales, no solo por el tiempo que demora en llegar al equilibrio, sino también por
la diferencia de adsorcion que existe entre un punto y el siguiente. Para el carbén activado
se tienen saltos del orden de 0,1 % entre muestra y muestra, mientras que para el biochar de
pino estos son de 0,001 %. Dado lo anterior no es posible unificar los resultados en un mismo
eje.

Cinética adsorcion carbdn activado Cineticade adsorcién PLA Cinética adsorcién Biochar Pino
100,1 N
100 . A=~ _
99,9 3 i ———— . ’ ?-— — i -
- . A = = ’
-+~ = .
”
10 20 30 40 30 60 70 80 %P0 100 - 0 10 20 30 40 50 &0 70 80 90 100 0 10 20 30 40 30 60
Tiempo [min] Tiempo [min] Tiempo [min]
(a) Carbon activado (b) Carriers de PLA (c) Biochar de pino

Figura 3.2: Cinética de adsorcion para distintos materiales soportes y sus respectivos ajustes.
Analisis en duplicado
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3.2.2. Isotermas de adsorcion

Se analizan los datos de adsorcién mediante los ajustes de Langmuir y Freundlich. En la
Figura 3.3 se muestran los resultados obtenidos para cada material, mientras que en la Tabla
3.2 se tienen los pardmetros obtenidos para cada modelo.

El ajuste de Langmuir muestra un buen comportamiento para la isoterma en carbon
activado, con un R? de 0,99, sin embargo para este mismo material el ajuste de Freundlich
presenta un R? de 0,98, por lo que no es posible afirmar el mecanismo de adsorcion por el
cual se rige. Por otro lado, puesto que el valor del exponente n es mayor que 1, se puede
asegurar que se tienen condiciones favorables para la adsorcion de bifenilo en este material.

En el caso de los carriers de PLA y el biochar de pino ni el ajuste de Langmuir ni Freund-
lich muestran correlaciones altas con los resultados obtenidos. En el caso del biochar, es
posible que el comportamiento se asimilara mas a estos ajustes para concentraciones ma-
yores. Estudios realizados con azul de metileno muestran un R? de 0,95 para la isoterma
de Freundlich en biochar de pino, utilizando concentraciones de hasta 500 mg/L. [43]. De
todas formas los valores de n para ambos materiales es mayor que 1, por lo que se tiene una
adsorcion favorable.

Isoterma de adsorcién en carbon activo Isoterma de adsorcién en PLA
0,0035
o 00035
E 0,003 . E = 5 g . {
£ T % 0,8 3! ¢
2 -2
g g 06
kS 2 ¥
2 04
T P2
= =
: tENE
3 10 20 30 40 50 60 70 BO 50 -3 0 10 20 30 40 50 60 70 B0 90 100
Concentracién de equilibrio [mg/L] 8 Concentracion de equilibrio [mg/L]
& SXpermenta gjuste freundlich gjuste langmuir ® cxpermental ajuste freundlich gjuste langmuir
(a) Curva de adsorcion en carboén activado (b) Curva de adsorcion en carriers de PLA

Isoterma de adsorcion en biochar pino

0 T
o

0 0 20 30 40 50 60 70 BO 90 100 110 120

Capacidad de adsorcién [mg/fg]

Concentracion de equilibrio [mg/L]

e SxXpermental gjuste freundlich gjuste langmuir
(¢) Curva de adsorcion en biochar de pino

Figura 3.3: Curvas de adsorciéon para distintos adsorbentes y sus respectivos ajustes. Analisis
en duplicado

A partir de los ajustes realizados y los datos obtenidos, es posible notar que los carriers de

PLA muestran una mayor capacidad de adsorcion, lo cual indica que para una misma cantidad
de adsorbente, se tendra mayor adsorciéon con los carriers que con el carbon activado o el
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Tabla 3.2: Parametros de isoterma de adsorciéon para ajustes de Langmuir y Freundlich

Material Constantes Langmuir Constantes Freundlich
Qo [mg/g| K |L/mg] R® Kp|mg/g] n R
Carbon activado  0,0029 0,61 0,99 0,002 10,96 0,98
Carries PLA 0,98 0,14 0,78 0,29 3,88 0,89
Biochar pino 0,17 0,0039 0,89 0,0011 1,21 0,88

biochar. Tal como se muestra en la Tabla 3.2 la capacidad maxima de adsorcion del PLA es
de 0,98 |mg/g| mientras que para el carbon activado y biochar es de 0,0029 y 0,17 [mg/g]
respectivamente.

3.3. Crecimiento de biopelicula

3.3.1. Cinética de crecimiento de Burkholderia Xenovorans

Se estudia el crecimiento de la biopelicula de B. Xenovorans LB400 en los distintos so-
portes a partir de la cuantificaciéon de bacterias mediante las unidades formadoras de colonia
presente por mL de muestra. Los resultados presentados a continuaciéon se encuentran nor-
malizados por la concentracion inicial de bacterias en el medio, esto dado que se utilizaron
inoculos distintos en cada caso. Al normalizar los resultados, es posible realizar una mejor
comparacion entre experimentos.

En la Figura 3.4 se observa el crecimiento de B. Xenovorans en suspension, es decir, sin
un soporte en el medio. Se tiene un crecimiento exponencial de al rededor de 28 horas,

Crecimiento LB400 en suspension
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Figura 3.4: Crecimiento de LB400 en suspension
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En la Figura 3.5 se muestra la cinética de crecimiento de las bacterias creciendo adheridas
a los distintos soportes, en comparacién al crecimiento logrado en suspension. En todos
los casos se tiene una fase lag mayor para las bacterias creciendo en adherencia versus el
crecimiento en suspension. Sin embargo, el tiempo de adaptacion es bastante rapido para el
desarrollo de una biopelicula, tardando al rededor de 30 horas para alcanzar un crecimiento
estable. Esto es consistente con los tiempos reportados en la literatura, donde se muestran
crecimientos desde los dos dias de incubacion. [44,45].

Crecimiento LB400 en carbon activo Crecimiento LB400 en carrier de PLA
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Figura 3.5: Curvas de crecimiento de B. Xenovorans en disitintos soportes en comparacion
al crecimiento logrado suspension

Tanto para el carbéon activo como para el biochar de pino se tiene mayor crecimiento en
adherencia que en suspension, mientras que los carriers de PLA muestran un crecimiento
similar en ambos casos. Se ha demostrado en la literatura que el crecimiento de biopeliculas
presenta ventajas por sobre el crecimiento en suspension para este tipo de bacterias, por lo
cual se cumple con lo esperado. [9,45]

En la Figura 3.6 se muestra el crecimiento en adherencia en los distintos materiales soporte,
donde es posible notar que se alcanza un mayor crecimiento en el carbon activo que en
cualquier otro material.
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Figura 3.6: Crecimiento total de LB400 en biopelicula

En la Tabla 3.3 se observan las concentraciones totales de bacterias obtenidas en cada caso.
Para obtener la cantidad total de bacterias se considera que el crecimiento de la biopelicula es
uniforme en cada material, teniendo la misma cantidad de bacterias por gramo. En el Anexo
D se muestra el procedimiento utilizado para obtener estos valores.

Tabla 3.3: Crecimiento total méximo de B. Xenovorans logrado en promedio para cada
material soporte

Material Maéximo nimero de bacterias viables promedio|[UFC/mLj]
Carbon activado 1,04 x 10
Carriers de PLA 7,72 x 10°
Biochar de pino 8,07 x 10?

3.3.2. Caracterizacion de biopelicula de Burkholderia Xenovorans

Se verifica la presencia de biopeliculas formadas en la superficie de los distintos materiales
mediante imégenes obtenidas en microscopio electronico de barrido. En la Figura 3.7 se
muestran las imagenes obtenidas para cada material, donde la primera columna corresponde
al material estéril, y la segunda a las imagenes obtenidas luego de 6 dias de cultivo.
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Figura 3.7: Imagenes obtenidas mediante microscopio electronico de barrido para los dis-
tintos materiales usados como soporte, en su forma estéril y con B.Xenovorans formando
biopelicula. (Las figuras presentan distintos aumentos)
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Es posible observar ciertos agregados en las imagenes correspondientes a las muestras de
biopeliculas. En particular en las figuras 3.7b y 3.7f se observan cimulos que podrian corres-
ponder a biopelicula. En el caso de los carriers de PLA| no fue posible obtener imagenes con
mayor aumento, dado que al aumentar la corriente de electrones estos derretian el material,
por lo cual no es posible comparar si los agregados formados presentan una estructura similar.
Para el biochar de pino, no se encuentran agregados a simple vista.

Dado que no se conocia la estructura que toma B. Xenovorans al formar biopeliculas,
no se puede saber con certeza si los agregados encontrados corresponden efectivamente a
biopeliculas. Esto ademaés dificult6 la bisqueda de biopeliculas durante la toma de imagenes,
puesto que no se sabia donde apuntar el haz.

Es posible que el tiempo de cultivo no haya sido suficiente para desarrollar una biopelicula
visible. Si bien los resultados de crecimiento muestran que luego de dos dias se alcanza la
estabilidad, es probable que la macro-estructura de la biopelicula demore mas tiempo en
formarse. En estudios similares se indica que la biopelicula comienza a adherirse luego de 2
semanas de cultivo. [45]

Se analiza la composicion de la superficie de la posible biopelicula mediante EDS. En la
Figura 3.8 se muestran los andlisis elementales obtenidos para cada material. En las Tablas
3.4, 3.5 y 3.6 se muestra el detalle de la composicion obtenida para cada material.
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Figura 3.8: Anélisis elemental de biopelicula de B. Xenovorans en distintos materiales sopor-
tes

Tabla 3.4: Anélisis elemental de la pelicula de B. Xenovorans creciendo en carbén activo en
comparacion al material sin biopelicula

C Na Al P Ca O

Estéril 16,45 0,82 5,02 5,28 12,18 60,25
Biopelicula 25,44 0 082 0,67 2,64 70,43

Peso %

No es posible obtener informacion relevante al crecimiento de la biopelicula a partir del
analisis elemental, puesto que no se puede diferenciar de dénde proviene el carbon encontrado.
Es posible que el aumento dado entre el material estéril y la biopelicula provenga tanto del
bifenilo como de la biopelicula o incluso del mismo material soporte. Los demés elementos
presentes corresponden a elementos utilizados en los reactivos del medio de cultivo.
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Tabla 3.5: Analisis elemental de la pelicula de B. Xenovorans creciendo en biochar de pino
en comparacion al material sin biopelicula

C Na Mg Cl K Al Si P Ca O

Esteril 26,59 - 0,34 - - 0,13 02 0 096 71,79
Biopelicula 26,75 0,69 0,19 0,18 0,16 - - - 026 71,77

Peso %

Tabla 3.6: Analisis elemental de la pelicula de B. Xenovorans creciendo en carrier de PLA
en comparacion al material sin biopelicula

C Na Cl K Ca O

Estéril 26,59 - - - 1,83 71,57
Biopelicula 24,57 3,96 1,64 1.22 1,09 67,52

Peso %

Este anélisis podria aportar mayor informacion al utilizar PCBs maés complejos, puesto
que la presencia de cloro puede indicar la adsorcion de PCBs directo al material. [45]

3.4. Remocion bifenilo

Al medir la concentracién de bifenilo en el medio una vez finalizado los experimentos de
crecimiento, es posible calcular el porcentaje de remocion de bifenilo bajo distintas configu-
raciones. En la Figura 3.9 es posible observar la remocion lograda por las biopeliculas en
las distintas superficies versus el material adsorbente por si solo. Se calcula ademaés la re-
mocion lograda mediante el uso de B. Xenovorans LB400 creciendo en suspension, la cual
corresponde a un 99,78 %.

Remocidn de bifenilo
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Figura 3.9: Porcentaje de remocion de bifenilo logrado en distintas configuraciones y mediante
distintos materiales

En primer lugar se tiene que entre los materiales utilizados la mayor remocion se logra
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mediante los carriers de PLA, lo cual es consistente con los resultados obtenidos anterior-
mente en la seccion 3.2.2. Solamente para el caso de los carriers se logra una mayor remocién
al utilizar el material adsorbente en lugar de la bioremediaciéon con B. Xenovorans LB400 en
suspension. Para el caso del carbon activo y biochar, el uso de bacterias supone un aumento
de 1,4% vy 1,2 % respectivamente.

Al considerar el efecto de la biopelicula versus el material adsorbente solo, se tiene un
aumento en la remocion en todos los casos. Si bien la mayor remocion es lograda mediante la
biopelicula de LB400 creciendo en carriers de PLA, la diferencia lograda no es significativa
en comparacion al uso del carrier por si mismo, puesto que se tiene una diferencia del 0,027 %
en comparacion al 1,615 % y 1,484 % de aumento logrados al utilizar carbén activo y biochar
de pino respectivamente.

Es importante destacar que el mecanismo de remociéon mediante biopelicula y material
adsortivo es distinto. Al utilizar biopeliculas no solo se tiene adsorcion del bifenilo al material
usado como soporte, si no que también se logra degradar el bifenilo mediante el metabolismo
de las bacterias, logrando una remocién definitiva desde el agua, lo que no ocurre al utilizar
unicamente el soporte.

Si se considera que la degradacion lograda por las bacterias es independiente del material
en el que crecen, se tiene que el aporte de la biopelicula corresponde a un aumento de la
remocion en 1,6 % (maximo aumento logrado). De se tendria una degradacion del 1,5% de
bifenilo en el caso de los carriers de PLA, y de 0,11 % para el biochar de pino.

3.5. Diseno reactor de biopelicula de lecho mévil

A continuacién se presenta el diseno conceptual de un reactor MBBR para el tratamiento
de PCBs en una planta a escala industrial. Se utilizan tanto parametros obtenidos de la
literatura como resultados obtenidos en las secciones anteriores de este trabajo. Se presentan
los parametros escogidos y el dimensionamiento logrado a partir de estos.

3.5.1. Parametros relevantes

Caudal Como caudal a tratar se utilizan datos de la planta de tratamiento de aguas servidas
Mapocho. Esta corresponde a una ampliaciéon de la planta El Trebal, las cuales en conjunto
atienden las aguas residuales de las subcuenca Maipo y las aguas de la subcuenca Mapocho
que no son tratadas por la planta La Farfana. [46]

En particular se utiliza como referencia el caudal de entrada al tratamiento biologico,
puesto que suele incorporarse el uso de MBBR después del tratamiento primario. [36, 3§]
Puesto que no se busca reemplazar al tratamiento bioloégico por completo, se utiliza una
fraccion del caudal de diseno de la planta Mapocho, dividiendo el flujo entre el tratamiento
biologico y el tratamiento de PCBs. En la Figura 3.10 se muestra la configuraciéon escogida.

El caudal que ingresa al tratamiento biologico, sin considerar la recirculaciéon de lodos,
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Figura 3.10: Diagrama de linea de aguas en planta Mapocho incorporando tratamiento de
PCBs

corresponde aproximadamente a 206000 [m?/d|, considerando que se divide el flujo a la
mitad para ingresar al tratamiento de PCBs, se tendria un caudal de 103000 [m?/d].

Concentracion de PCBs Puesto que no se tienen datos de concentracion de PCBs en
plantas de tratamiento de Chile, se realiza una busqueda bibliografica de este parametro en
plantas del mundo. En la Tabla 3.7 se muestran los resultados encontrados.

Tabla 3.7: Concentracion de PCBs en distintas plantas de tratamiento

Lugar Tipo de aguas tratadas Flujo tratado [m3/d] Concentracion PCBs [ng/L] Referencia

Montreal — Industrial y municipal 1300000 18 [47]
Zhejian Industrial y municipal 90000 15 [48]
Umea Municipal 30000 0,3 [49]
Siauliai Municipal 20000 1 [49]
Washington Municipal 946000 0,062 [50]

Si bien las concentraciones y flujos encontrados corresponden al ingreso a las plantas
de tratamiento y no al tratamiento bioldgico, se asume que la remociéon de PCBs en el
pretratamiento y tratamiento primario no es significativo. No parece existir una correlacion
entre el flujo tratado y la concentracion de PCBs, se tiene unicamente que la concentracion
es mayor al tratarse aguas industriales. Dado que en la planta Mapocho se tratan tanto aguas
municipales como industriales, se escoge la concentracion de 18 [ng/L] para trabajar con el
peor de los casos.

Area superficial especifica En la Tabla 3.8 se muestran las areas superficiales especificas
de cada material utilizado. Tanto el area del carbon activado como del biochar de pino fueron
calculados a partir de los datos obtenidos en la seccion 3.2.2, mientras que para los carriers de
PLA este valor se obtuvo del proveedor. En el Anexo E se muestra el procedimiento realizado
para calcular las areas superficiales especificas.
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Tabla 3.8: Areas superficiales especificas de los materiales utilizados

Material Area superficial especifica [m?/m?]
Carbon activado 1654
Carriers de PLA 1310
Biochar de pino 1014

SARF El flujo de remocion por area superficial es un parametro de disenio obtenido a partir
de tablas, segtin el tipo de proceso a realizar con un MBBR. En la Tabla 3.9 se muestras los
distintos rangos utilizados para diferentes procesos.

Tabla 3.9: Rangos de SARF utilizados para distintos procesos de remocién mediante MBBR

Rango SARF [g/m?-d| Referencia

Remocion DBO 5-20 [40]
Remocién DBO previo a nitrificacion 2-4 [40]
Nitrificacion 0,6-1.4 36|

Dado que ninguno de los rangos encontrados se refiere al tratamiento de contaminantes
orgénicos, se utilizara el menor valor de cada uno, puesto que estos estan asociados a un
mayor porcentaje de remocion. [36]

3.5.2. Dimensionamiento

En la Tabla 3.10 se muestra el dimensionamiento del reactor para los distintos materia-
les utilizados como soporte. Se utilizan los pardmetros indicados en la seccién 3.5.1 y un
porcentaje de llenado del 30 %. En el Anexo F se muestran los detalles de célculo.

Tabla 3.10: Dimensionamiento MBBR para los distintos soportes

Soporte Volumen [L] Volumen [L] Volumen [L]
pot SARF=5 [g/m?-d| SARF =2 [¢g/m?-d] SARF= 0,6 [¢/m? - d]
Carboén activado 0,75 1,87 6,12
Carrier PLA 0,94 2,36 7,73
Biochar pino 1,22 3,05 9,99

Se tienen mayores volimenes para los reactores utilizando biochar, lo cual se debe a la
menor area superficial especifica que presenta. Ademas, se tiene que mientras menor sea el
SARF, mayor es el volumen del reactor.

Si bien los MBBR tienen la ventaja de disminuir el volumen necesario con respecto al pro-
ceso de lodos activados convencional, los volimenes obtenidos se encuentran muy por debajo
de las dimensiones utilizadas en planta. Para plantas de tratamiento con flujos de ingreso
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similares, los reactores utilizados tienen un volumen de 6300 |[m?]. |2,31]. Es importante des-
tacar que actualmente no se han implementado MBBRs a gran escala para el tratamiento de
PCBs, sin embargo, en estudios a escala piloto se han utilizado reactores de 12 [L] para el
tratamiento de 0,15 [%3] [35]

Por otro lado, al calcular los tiempos de retencion con los voltmenes calculados, se tienen
tiempos del orden de milisegundos, lo cual confirma que los resultados obtenidos son menores
que los reportados para el uso en planta, puesto que se utilizan tiempos de retencién del orden
de 3 horas para procesos de alta remocion. Dado que en este caso se logra remover el 99 %
del contaminante, era esperable que se obtuviesen tiempos de retencion similares. |2, 36]

Esta diferencia en los dimensionamientos obtenidos puede deberse al hecho que los SARF
utilizados no corresponden a parametros de diseno especificos para la remocion de contami-
nantes organicos. Dado que el SARF depende de las concentraciones, es importante notar que
la concentracién de BOD que ingresa al proceso de remocion es del orden de 100 mg/L, al
proceso de nitrificacion es del orden de 10 mg/L, mientras que las concentraciones de PCBs
son del orden de ng/L, por lo que es probable que el SARF a utilizar debiese ser dos ordenes
de magnitud menor a los obtenidos de la literatura. |31, 36]

3.5.3. Analisis de sensibilidad

A continuacioén se estudia como distintas variables afectan el dimensionamiento del reactor.
En particular se escogen para sensibilizar la eficiencia de remocion, las concentraciones de
PCBs que ingresan al sistema, los flujos de entrada y el porcentaje de llenado de carriers.
Para cada variable se plantean escenarios pesimistas y optimistas, utilizando el carbon activo
como caso de ejemplo.

Porcentaje de remocién de bifenilo Es importante estudiar como esta variable afecta al
dimensionamiento puesto que los valores utilizados se obtuvieron de experimentos a pequena
escala y realizados en batch. Es probable que la remocién a esca industrial sea mucho menor.

Para determinar los valores entre los cuales fluctuar la eficiencia de remocion se utiliza la
minima remocién lograda en la planta de tratamiento de Montreal como el peor de los casos,
el cual corresponde a un 33 % . Como escenario optimista se escoge un 100 % de remociéon
puesto que es el maximo logrado en la planta mencionada. Se considera ademés como caso
pesimista la remocion del 50 %, dado que este corresponde al promedio logrado en plantas
industriales. [47] Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.11.

Tabla 3.11: Anélisis de sensibilidad para el porcentaje de remocion de bifenilo

Escenario Variacion variable [%] Remocion bifenilo [%] Volumen reactor [L] Variacién volumen [ %]

Optimista +0,1 100 6,13 +0,1
Caso base 0 99,90 6,12 0
Pesimista -50 50 3,06 -50
Pesimista -67 33 2,02 -67

En los resultados se puede apreciar que no existe variaciéon con respecto al volumen al
aumentar el porcentaje de remocion, esto puede deberse a que las diferencias en remocion

26



logradas no son significativas. Al disminuir la remocién en cambio, se tiene una disminu-
cion en el volumen del reactor la cual ocurre de forma lineal. Si bien disminuciones en la
remocion conllevan a disminucion en el tamano del reactor, esto tiene sentido con el modelo
empleado, puesto que disminuciones en la eficiencia de remocién implican un aumento de la
concentracion de salida, la cual es directamente proporcional al volumen del reactor.

Concentracion de entrada Esta variable se estudia puesto que existen grandes diferencias
en las concentraciones medidas entre planta y planta. Dado que no se cuentan con datos
especificos para Chile, es importante estudiar qué tanto afecta en el dimensionamiento de los
equipos.

Como escenario optimista se escoge la menor concentraciéon reportada en la literatura
para tratamientos de aguas municipales e industriales, correspondiente a 15 [ng/L|. Esta
es un 17% menor que el valor utilizado en este trabajo, por lo que se estudia como caso
pesimista una concentraciéon un 17 % mayor. Se analiza también las variaciones en un 50 %
superior e inferior. Se muestran los resultados en la Tabla 3.12

Tabla 3.12: Analisis de sensibilidad para la concentracion de entrada de bifenilo

Escenario  Variacion variable [%] Concentracion de entrada [ng/L] Volumen reactor [L|] Variacion volumen | %)]

Pesimista 50 27 9,18 50
Pesimista F17 21 7,14 F17
Caso base 0 18 6,12 0
Optimista -17 15 5,10 -17
Optimista -50 9 3,06 -50

Al igual que en el caso anterior, se tiene una variaciéon lineal del volumen con respecto a la
concentracion de entrada, esto es concordante con el modelo utilizado, puesto que se afecta la
concentracion de salida del mismo modo que al variar la eficiencia de remocion. El volumen
entonces es igualmente sensible al porcentaje de remocién y a la concentraciéon de entrada.

Flujo de entrada Es importante estudiar esta variable puesto que pueden existir fluctua-
ciones en el flujo de entrada que maneja la planta. El flujo utilizado corresponde al caudal
de diseno de la planta, equivalente a un caudal promedio anual.

La planta Mapocho trata un maximo diario de aproximadamente 232000 [m?3/d] en el
proceso de lodos activados. Considerando la misma division de flujo que para el dimensio-
namiento base, se tendria como maximo un flujo de entrada de 116000 [m?3/d] el cual se
considera como caso pesimista. [46] Se considera una disminucion del mismo rango como es-
cenario optimista. Se analizan ademaés variaciones de un 50 % para flujos mayores y menores.
Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 3.13

Dado que la relacion entre el volumen y el flujo de entrada es igual que la relacion que tiene
con las variables anteriores, se tiene el mismo comportamiento, donde la variaciéon dada es de
forma lineal. Con esto se tiene entonces que el volumen es igualmente sensible al porcentaje
de remocién, concentracion de entrada y flujo de entrada.
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Tabla 3.13: Analisis de sensibilidad para el flujo de entrada

Escenario Variacion variable | %] Flujo de entrada [m?/d] Volumen reactor |[L| Variacion volumen | %]

Pesimista +50 154500 9,18 +50
Pesimista +13 116000 6,89 +13
Caso base 0 103000 6,12 0
Optimista -13 89610 5,32 -13
Optimista -50 51500 3,06 -50

Puesto que se tiene una variacion lineal, pequenas variaciones en estas variables no impon-
dran un efecto significativo en el disenio del reactor. Sin embargo, si se tienen altas variaciones,
es importante tomarlas en consideracion para el dimensionamiento.

En el caso del porcentaje de remocion, dado que no es posible aumentar la influencia sobre
el volumen, esta variable no es especialmente relevante. Con respecto a la concentracion de
entrada se deben tener mediciones especificas para las aguas a tratar para disenar correc-
tamente. Por ultimo, las fluctuaciones del flujo durante el dia si son significativas para el
disenio del reactor, por lo que es fundamental considerar un volumen de seguridad, o bien
analizar el cierre de la linea de tratamiento de PCBs en caso que el flujo aumente por sobre
lo establecido (en caso de lluvias por ejemplo)

Porcentaje de llenado Dado que el porcentaje de llenado de carriers es un parametro
flexible, es importante estudiar su impacto en el dimensionamiento del reactor. Originalmente
se escoge un llenado del 30 %, puesto que es un valor conservador. [36]

Se escoge como escenario optimista un 45 % de llenado, puesto que este es utilizado en
plantas a escala industrial. [31] Se analiza ademéas un segundo caso optimista del 70 % de
llenado, el cual corresponde al maximo posible. No se analiza un caso pesimista puesto que el
30 % es el menor recomendado. [2,38] En la Tabla 3.14 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 3.14: Analisis de sensibilidad para el porcentaje de llenado de carriers

Escenario  Variacion variable [%] Carrier fill [%] Volumen reactor [L] Variacion volumen [ %]

Optimista +133 70 2,62 -57
Optimista +50 45 4,08 -33
Caso base 0 30 6,12 0

En este caso se tiene una menor disminuciéon del volumen del reactor al modificar la variable
€N una misma proporciéon que con los parametros anteriores, por lo cual el dimensionamiento
es menos sensible al llenado de carriers que a las variables analizadas anteriormente.

Dado que el porcentaje de llenado influye en la cantidad total de biomasa presente en el
reactor, es importante definir este parametro de forma adecuada. Se recomienda entonces de-
finir el area potencial de biopelicula deseada y escoger este parametro acordemente, cuidando
que no exceda el 70 % recomendado. Es posible ademés disenar para un llenado conservador
y dejar un volumen de seguridad en caso que sea necesario aumentar la cantidad de carriers
utilizados.
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Capitulo4: Conclusiéon y Recomendaciones

El proceso planteado permite remover bifenilo desde muestras de agua, lo cual entrega
una primera aproximacion al tratamiento de PCBs en aguas residuales.

Se estudia el crecimiento de biopeliculas de Burkholderia xzenovorans en carbon activo,
biochar de pino y carriers de PLA, logrando en todos los casos un crecimiento mayor en
biopelicula que en suspension. Se tiene el mayor crecimiento de biopelicula total en adherencia
al carbon activo, alcanzando una concentracion de 1,04 x 10'° [UFC/mL| mientras que en
carriers de PLA y biochar de pino se tienen concentraciones maximas de 7, 72x 10° [UFC/mL]
v 8,07 x 10? [UFC/mL] respectivamente.

Del desarrollo de este trabajo se concluye que tanto los soportes por si solos como la
biopelicula de Burkholderia Xenovorans permiten remover bifenilo desde las aguas. Al utilizar
la biopelicula creciendo en los distintos soportes se logra un mayor porcentaje de remocion
en cada caso, aumentando la remocion en un 0,025 %, 1,615% y 1,484 % para los carriers
de PLA, carbon activo y biochar de pino respectivamente en comparacion al soporte sin
crecimiento de bacterias. Se logra una mayor remocién mediante el uso de carriers de PLA
y biochar de pino, eliminando un 99,99 % del bifenilo total. Para el carbon activo se logran
remociones del 99,90 %.

Se dimensiona un reactor de biopelicula de lecho moévil para el tratamiento de PCBs
en una planta industrial, considerando como caso base el tratamiento de un 50 % del flujo
tratado biologicamente en la planta Mapocho. Se obtienen voliumenes de 6,12 [L| para el caso
del carbon activo, 7,73 [L| para los carriers de PLA y 9,99 [L] para el biochar de pino. Se
tiene una diferencia de 5 ordenes de magnitud con los reactores actualmente utilizados para
tratar flujos similares debido a la falta de constantes de diseno especificas para la remocion
de contaminantes organicos.

Si bien los resultados obtenidos permiten concluir que las biopeliculas de Burkholderia
zenovorans en distintos soportes son un buen mecanismo para remover bifenilos del agua, se
requieren experimentos adicionales para asegurar el correcto funcionamiento a escala indus-
trial.

Para continuar con la siguiente fase de este proyecto se recomienda estudiar el crecimiento
de biopelicula mediante técnicas como DAPI para asegurar un crecimiento total de células
vivas. Se recomienda medir la remocion de PCBs méas complejos y medir los intermediarios
generados a partir de su metabolismo para cuantificar concretamente la cantidad de PCBs
degradados mediante la biopelicula versus la cantidad adsorbida. Finalmente se recomienda
realizar experimentos en modo de operaciéon continuo para estimar correctamente un flujo de
remocién por area superficial acorde al proceso de remocién estudiado.
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Anexos

A. Metabolismo de bifenilo por cepa LB400

Ruta bhp

:

bifenilo
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Figura A.1: Ruta metabolica bhp [4]
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B. Medio minimo M9

B.1. Medio liquido

Se preparan inicialmente las sales del medio M9 de forma concentrada, utilizando los
reactivos y cantidades indicadas en la Tabla A.1. Estos se mezclan en 11 de agua destilada,
se agita y se ajusta el pH entre 7 y 7.4 para finalmente esterilizar.

Tabla A.1: Preparacion de sales medio minimo M9 concentrado

Reactivo Cantidad [g]
N(ZQHPO4 . 7H20 64
KH>PO, 15
NaCl 2.5
NH,CI 3

Para preparar 100 mL de medio de cultivo se agregan 20 mL de las sales concentradas,
200 pL de MgSO, 1M estéril, 10 puL de CaCly 1M estéril y 80 mL de agua destilada. En
caso que se utilice glucosa como fuente de carbono, se reemplazan 2 mL de agua por glucosa
al 20 %.

B.2. Medio sélido

Se preparan por un lado las sales del medio siguiendo lo indicado en la Tabla A.2 y se
disuelven en 478 mL de agua . Por otro lado se prepara la solucion de agar, para lo cual
se utilizan 15 g de agar en 500 mL de agua. Ambas soluciones se esterilizan en autoclave a
121°C.

Tabla A.2: Preparaciéon de sales medio minimo M9

Reactivo Cantidad [g]
Na,HPO, - TH,0O 12,8
KHyPOy 3
NaCl 0,5
NH,CI 1

Una vez estériles las soluciones, estas se mezclan y se agregan 2 mL de M ¢gSO4 1M estéril
y 0,1 mL de CaCls 1M estéril. Esta solucion se coloca en placas a las cuales previamente se
les anadieron 340 pL de bifenilo 1.5 M en acetona, la cual se deja evaporar.
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C. Curva de calibracion

Tabla A.3: Valores obtenidos para la curva de calibraciéon

Concentracion [M] | Promedio intensidad fluorescencia | Desviacion estandar
0,005 3476,91 522,93
0,0005 1295,81 267,58

0,00005 208,18 91,98
0,000005 21,06 21,60
0,0000005 6,32 11,76

D. Calculo biopelicula total adherida a cada material so-
porte

La biopelicula total adherida a cada material se calcula bajo el supuesto que todo el
material se encuentra uniformemente cubierto por la biopelicula. Se asume entonces que por
gramo de material se tiene la misma concentracion de bacterias.

Para cada material se pesaron las muestras de biopelicula tomadas. Estos datos se utiliza-
ron para calcular el niimero de colonias por gramo, para luego obtener el ntimero de colonias
totales al multiplicar por la cantidad total de material anadido a cada cultivo. En la ecuacién
(4.1) se muestra el procedimiento descrito.

N - peso muestra
N° Colonias totales = P

4.1
peso total (4.1)

Donde N corresponde al niimero de colonias contadas.

Finalmente, para obtener las concentraciones totales de biopelicula se utiliza la ecuacién
(2.1) reemplazando N por el N° Colonias totales.

En las Tablas A.4 y A.5 se detallan los pesos de cada muestra para el carbon activo y
biochar de pino. Para los carriers de PLA se tiene un peso de 2,35 [g].
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Tabla A.4: Peso muestras carbon activo con biopelicula en triplicado

Peso [g]
Muestra 1 2 3
0,0663 | 0,1174 | 0,1072
0,0206 | 0,0425 | 0,0878
0,025 | 0,0572 | 0,0586
0,0342 | 0,0579 | 0,0528
0,0436 | 0,0418 | 0,0778
0,0722 | 0,0662 | 0,0508
0,0576 | 0,0671 | 0,0368
0,0157 | 0,0207 | 0,0694
0,0494 | 0,0651 | 0,0717
0,0381 | 0,0252 | 0,0573

o

OO0 ~J| | O W= | W N+

Tabla A.5: Peso muestras biochar de pino con biopelicula en triplicado

Peso [g]
Muestra 1 2 3
0 0,017 | 0,017 | 0,017
0,022 | 0,023 | 0,026
0,017 | 0,019 | 0,011
0,02 | 0,027 | 0,021
0,028 | 0,046 | 0,014
0,024 | 0,03 | 0,017
0,016 | 0,031 | 0,022
0,046 | 0,041 | 0,022
0,025 | 0,035 | 0,024

O~ O U b= | W DN =

E. Calculo area superficial especifica

Las areas superficiales especificas del carbon activo y del biochar de pino se obtienen a
partir del parametro @)y del ajuste de Langmuir realizado para las isotermas de adsorcion.
Este parametro indica la capacidad de monocapa que presenta el adsorbente y es posible
establecer una relacion entre esta capacidad y el area superficial especifica del material. [51]
En la ecuacién (4.2) se muestra esta relacion

S=Qp-Ny-A (4.2)

Donde S corresponde al area superficial especifica en [m?/g|, Qo a la capacidad de adsor-
cién en [mg/g|, N4 a la constante de avogadro y A al area transversal de una molécula de
bifenil en [m?].

Finalmente para obtener el area superficial especifica en [m?/m?3] se multiplica el valor
obtenido por la densidad del material.
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En la Tabla A.6 se muestran los datos utilizados para calcular las areas superficiales
especificas del carbon activo y del biochar de pino.

Tabla A.6: Datos utilizados para calcular areas superficiales

Carboén activo \ Biochar | Referencia
A [nm?| 0,356 [52]
Qo |mg/g] 0,0029 0,17 | ver Tabla 3.2
p |kg/m?| 400 6,74 [43,53]

F. Calculo dimensionamiento MBBR

Para dimensionar el reactor de biopelicula de lecho movil se utiliza la ecuacion (1.3), la
cual permite obtener el volumen en funciéon de pardmetros encontrados en bibliografia y
valores obtenidos a partir de los experimentos realizados.

A continuacion se muestra el calculo realizado tomando como ejemplo los valores utilizados
para el carbén activo. En la Tabla A.7 se resumen los valores utilizados

Tabla A.7: Variables y valores utilizados para dimensionar reactor con carbén activo como
soporte

Variable | Valor | Unidad
Q 102613 |

5, 8 | [

E 0,9990 []

SARF | 06 =

Aqpec 1654 |

f 073 [_]
Q-So-E

— . 1
VMBBR SARF - Ayee - 00

102613[2%] - 18] . ol J00LL 5 9990

10%[ng]  1[m?]

0,6[-%~] - 1654[=5] - 0,3

m2.d

VMBBR =

VMBBR = 0, 062[7713]

Vissr = 6,20[L]

Los demés voltimenes se calculan de forma similar, variando el porcentaje de remocion, el
area superficial especifica y el SARF segtn corresponde.
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