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DEGRADACION BIOLOGICA DE 4-CLOROFENOL

C. Lobo (1); N. Bertola (1) and N. Zaritzky *(1,2)
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RESUMEN

Los compuestos fendlicos estan presentes en una amplia variedad de efluentes
industriales, tales como los generados por petroquimicas, farmacéuticas y herbicidas.
Entre los compuestos fendlicos se destacan por su toxicidad los clorofenoles. Si bien, el
tratamiento biolégico es adecuado para fenoles, su aplicacidon para elevadas
concentraciones de clorofenoles tiene severas limitaciones debido al alto grado de
toxicidad para los microorganismos. Por esa razon resulta recomendable la
combinacion de un pre-tratamiento fisicoquimico seguido de un tratamiento bioldgico. Si
bien se han realizado numerosos estudios sobre la adsorcién de compuestos fendlicos
en carbon activado, los altos costos del carbon activado y la eliminacidn del carbdn
utilizado condujeron a la investigacion de materiales alternativos mas econdmicos tales
como almiddn cationico insoluble quitina y quitosano. En el presente trabajo se analizé
la remocién de 4-clorofenol (4CF) por medio de adsorcidon en quitosano comercial como
un posible tratamiento previo al sistema bioldgico. Posteriormente, se analizé el empleo
de un reactor bioldgico de barros activados (BA) que fueron previamente aclimatados a
300 mg/L de fenol para la biodegradacion de 4CF. En los ensayos de adsorcion se
estudié la remocion de 7.7 mM de 4CF en suspensiones 4g/L y 1g/L de quitosano a
pH=4.5, 25°C. En los ensayos bioldgicos se caracterizd la biodegradacion de 0.78mM
de 4CF y se estudio el efecto de pulsos sucesivos sobre los BA mediante la técnica de
respirometria abierta (método ISO 8192, OECD 301F). En cada ensayo la
concentracion de 4CF se determind por el método colorimétrico de 4-aminoantipirina y
como demanda quimica de oxigeno (DQO).

En los ensayos de adsorcion, la remocion de 7.7mM de 4CF fue de 15.4% para 4g/L
quitosano, alcanzandose el equilibrio en un tiempo de 213 h. Se analiz6 la cinética de
adsorcion de 4CF en quitosano y se realizé el ajuste a la ecuacién de Langmuir
obteniéndose una constante de adsorcion maxima (gmax) de 56.3 mg4CF/g quitosano y
una constante de Langmuir (K.) de 0.004 L/mg4CF. Por otra parte, en los ensayos de
respirometria se determiné que los BA previamente aclimatados a fenol fueron capaces
de biooxidar 0.78 mM de 4CF, con una remocion de 99.3% para anillos arématicos y de
82.3% para DQO. Cuando se adicionaron pulsos sucesivos de 4CF, se observd una
disminucion en la biodegradacion. La concentracion acumulada de sustrato que redujo
un 50% la velocidad especifica de consumo de oxigeno (EC50) fue 2.25mM para 4CF,
mientras que el coeficiente de oxidacion (yO/S) se mantuvo constante con un valor de
2.15mmol4CF/mmolOs2.

*Author for correspondence: zaritzkynoemi@gmail.com
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En conclusién, la optimizaciéon de la adsorcion de 4CF en biopolimeros como el
quitosano podria ser una alternativa para disminuir la concentracién del contaminante al
inicio del tratamiento bioldgico, evitando asi la inhibicion de los barros activados.

Palabras clave: 4-clorofenol, adsorcion, biodegradacion, barros activados
INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos estan presentes en una amplia variedad de efluentes
industriales, tales como los generados por petroquimicas, farmacéuticas y herbicidas”.
Entre los compuestos fendlicos se destacan por su toxicidad los clorofenoles, debido a
ello han sido clasificados como contaminantes prioritarios por United States
Environmental Protection Agency (US EPA)?.

Esta ampliamente demostrado que los compuestos fendlicos, en particular los
clorados, son sumamente persistentes en el medio ambiente. Si bien han sido aislados
numerosos microorganismos capaces de biodegradarlos en general, esta velocidad de
biodegradacion suele ser muy lenta. Ademas, estos compuestos quimicos son toxicos,
recalcitrantes y potencialmente carcinogénicos y/o mutagénicos. Es decir, son
considerados residuos peligrosos y regulados como tales — por ejemplo, por la Ley
Nacional N°24051/92 (Argentina), con un limite de descarga en agua superficial de 30
ug L'(Decreto 831/93).

Se han estudiado diferentes métodos de remocién de clorofenoles tales como:
adsorcion®, degradacion fotoquimica* y biodegradacion®. Varios estudios se han
focalizado en la obtencion de barros activados aclimatados a clorofenoles®. Sin
embargo, este proceso requiere de largos periodos de adaptacion de los
microorganismos, principalmente durante la fase lag. Una estrategia promisoria para la
biodegradacién de clorofenoles es el empleo de biomasa con potencial afinidad para
biodegradarlos.

Si bien, el tratamiento biolégico es adecuado para compuestos fendlicos, su
aplicacion para elevadas concentraciones de clorofenoles tiene severas limitaciones
debido al alto grado de toxicidad para los microorganismos. Por esa razon resulta
recomendable la combinacion de un pretratamiento fisicoquimico seguido de un
tratamiento biologico. Si bien se han realizado numerosos estudios sobre la adsorcion
de compuestos fendlicos en carbon activado’, los altos costos del carbon activado y la
eliminacion del carbon utilizado condujeron a la investigacion de materiales alternativos
mas economicos tales como almidon catidnico insoluble, quitina y quitosano.

La quitina (poli-B-(1,4)-N-acetil-D-glucosamina), segundo polisacarido natural mas
abundante después de la celulosa, es uno de los componentes principales de las
paredes celulares de los hongos, y del exoesqueleto de crustaceos e insectos; es
altamente insoluble en agua y solventes organicos. Por desacetilacion se transforma en
quitosano  (poli-B-(1,4)-D-glucosamina-N-acetil-D-glucosamina), un  polielectrolito
cationico que exhibe caracteristicas fisicoquimicas de notable interés (elevada
proporcion de grupos amino libres, mayor solubilidad comparada con la quitina,
biocompatibilidad y biodegradabilidad), lo cual hace que presente multiples aplicaciones
en medicina, industria cosmética, agricultura, biotecnologia, industria alimentaria,
industria papelera, y en el tratamiento de aguas y efluentes residuales e industriales.

568



ISEBE Advances 2016

El objetivo del presente trabajo fue analizar la factibilidad de lograr remocién de 4-
clorofenol (4CF) de aguas residuales por medio de una etapa primera de adsorcién en
quitosano comercial previo al tratamiento biolégico para reducir los niveles de 4CF y la
toxicidad del sistema. Posteriormente a esta etapa se analizé el empleo de barros
activados (BA) que fueron previamente aclimatados a 300 mg/L de fenol para la
biodegradacion de 4CF y de pulsos sucesivos del contaminante. Los resultados
obtenidos de adsorcién se modelaron matematicamente con la isoterma de adsorcion
de Langmuir; por otro lado, los resultados obtenidos mediante tratamiento bioldgico
permitieron obtener constantes cinéticas y estequiométricas.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos. Las sales inorganicas fueron de grado reactivo Anedra (San Fernando,
Argentina). Quitosano de peso molecular medio, fenol (PM 94.11 Da) y 4-Clorofenol
(4CF; PM 128.6 Da) de grado analitico fueron adquiridos de Sigma (St. Louis, MO,
USA).

Ensayo de adsorcion. Se estudié la remocién de 7.7 mM (990 mg L-")de 4CF en 4g/L
de quitosano pH 4.5, luego se analizo la cinética de adsorcién en 1g/L de quitosano pH
4.5, 25°C para diferentes concentraciones iniciales de 4CF 0-6.22 mM (0-800 mg L™).
Luego de alcanzar el equilibrio, se determiné la concentracion de 4CF. La capacidad de
adsorcién se calculé como:

_ (Ce—Co)*V
Qe - m (1)

donde ge es la capacidad de adsorcion en el equilibrio (mg/g), Co y Ce corresponden
a la concentracion inicial y de equilibrio de 4CF, respectivamente, V es el volumeny m
la masa del adsorbente (g)Z.

Barros Activados y condiciones de cultivo. Los barros activados fueron cultivados en
un reactor semicontinuo de escala laboratorio (2.5 L); el tiempo de residencia hidraulico
fue de 3.3 dias y el tiempo de residencia celular de 20 dias. La concentracion de
oxigeno disuelto fue mayor a 4 mgO:2 L, la concentracién de biomasa fue de4 gLy el
pH final fue ajustado en 8. La biomasa fue aclimatada con un medio de cultivo con 300
mg L' de fenol como Unica fuente de carbono y energia®. Cuando se alcanzé el estado
estacionario, los barros activados fueron utilizados como fuente de biomasa para todos
los ensayos de respirometria.

Procedimientos Analiticos. La concentracion de biomasa fue determinada como

solidos suspendidos totales (SST, g L") y la concentracion de 4CF fue medida por el
método 4-amino antipirina y como Demanda Quimica de Oxigeno (DQO, mgL™")™.
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Respirometria. Los ensayos respirométricos fueron realizados en un respirometro de
500 mL de volumen. La muestra de barros fue agitada y aireada de modo que la
concentracion de oxigeno disuelto (OD) en todo momento del ensayo fuera mayor a 4
mgO2 L. La concentracion de OD se determind con un electrodo de oxigeno (YSI
modelo 5739) conectado a una computadora la cual almacenaba 1 dato/seg. Antes de
cada pulso del compuesto a estudiar se determind el coeficiente de transferencia de
oxigeno (kLa) y la velocidad de respiracion endogena (OURen) mediante un método
dinamico’. Posteriormente, se determind la velocidad de respiracion exégena (OUREx)
que se produce en respuesta al agregado del compuesto ensayado. A partir del balance
de masa de OD en el reactor se obtiene:

dc
OUREx = kLa(Ce - C) - E (2)

donde Cees la concentracion de OD en ausencia de sustrato y C es la concentracion
de OD instantanea. A partir de los datos de C en funcion del tiempo, se puede calcular
el término dC/dt mediante una derivacion numérica; asumiendo que OURen es
constante durante todo el experimento; la ecuacién (2) permite calcular la velocidad de
respiracion asociada al consumo del sustrato agregado (OURex). La velocidad
especifica de respiracion (qex, mgO2 gSST' h') se calcul6 como el cociente entre
OUREx y la concentracion de barros en el respirémetro (X).

El coeficiente de oxidacion (yO/S) correspondiente al compuesto estudiado,
representa la cantidad de oxigeno consumido por unidad de sustrato oxidado y se
calculé mediante la siguiente expresion:

0C [, OURg, dt

yo/S =
So So

3)

donde OC es el oxigeno consumido durante la oxidacién del sustrato y So es la
concentracion inicial del compuesto estudiado’?.

Para realizar los ensayos respirométricos se tomé una muestra de barros del reactor
en estado estacionario, los barros activados aclimatados a 300 mg L' de fenol fueron
centrifugados a 2000 rpm y resuspendidos en 500 mL de buffer fosfato (K2HPO4 1000
mg L' KH2PO4 500 mg L"). El pH fue ajustado en 7,5 por medio de adicién de gotas de
una solucién concentrada de NaOH o H2SOs4. Los barros activados lavados fueron
colocados en el respirometro y se comenzé la aireacion de los mismos hasta obtener
una lectura de OD constante, la cual indicaba una velocidad de respiracion endégena
constante. La aireacion fue mantenida estable en 1 L min-! utilizando un caudalimetro
de alta precisién (Bruno Schilling). Cuando se alcanzé una concentracién estable de OD
se adicioné un pulso de 0.78 mM (100 mg L") de 4CF. Por otro lado, se adicionaron 5
pulsos sucesivos de 0.64 mM de 4CF.
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RESULTADOS

Adsorcion de 4CF en quitosano. En los ensayos de adsorcion, se estudié la remocion
de concentraciones elevadas de 4CF 7.7mM (990 mg L") en 4g L' quitosano. El tiempo
empleado en alcanzar el equilibrio fue de 213 h, con un porcentaje de remocion de 15.4
%.

En la Figura 1 se muestra la isoterma de adsorcion que relaciona la capacidad de
adsorcion y la concentracion de 4CF en el equilibrio. La ecuacién de Langmuir ha sido
aplicada ampliamente para procesos de adsorcion de compuestos organicos:

_ KL Amax Ce

T TYKC, @

donde ge es la capacidad de adsorcién en condiciones de equilibrio (mg g'), Ce es la
concentracion de 4CF en el equilibrio, gmax y KL corresponden a la maxima capacidad
de adsorcién (mg g') y la constante de Langmuir, respectivamente. A partir del ajuste
no lineal de ge en funcion de Ce'3, se obtuvo un gmax 56.3 mg4CF(g quitosano)' y una
constante de Langmuir (Ki= 0.004 L (mg4CF)" (r>=0.98). Estos valores fueron mayores
a los obtenidos por Li y col®; quienes obtuvieron un gmax =2.58 mg gy Ki.= 0.001 mg g
'para quitosano a pH 7, 30°C. Zhou y col, 2014'3, estudiaron la adsorcién de
compuestos fendlicos en quitosano modificado quimicamente.
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FIGURA 1. Isoterma de adsorcidon de 4-clorofenol en quitosano pH 4.5, 25°C. La linea
continua corresponde al ajuste a la ecuaciéon de Langmuir

Los valores de gmax obtenidos para quitosano modificado con [B-ciclodextrina y

quitosano con salicilaldheido fueron del orden obtenido en el presente trabajo: 37.04 y
31.27 mg4CF g'., respectivamente.
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Por lo tanto, la adsorcion de 4CF en quitosano podria emplearse para disminuir la
concentracion de 4CF a un valor que sea factible para el tratamiento bioldgico.

Biodegradacion de 4CF por barros activados aclimatados a fenol. En la Figura 2
se encuentra la variacion de la velocidad especifica de respiracion exdgena (gex) y la
concentracion de 4CF en funcion del tiempo para la biodegradacion de 0.78mM (100
mg L') de 4CF. Como puede observarse, cuando se adicioné el sustrato (4CF) a t=0,
los valores de qQex se incrementaron rapidamente hasta un maximo valor de
aproximadamente 2.3 mmolO2 (gSST h)'. Finalmente, en el instante que se agoté el
sustrato, gex retorno a su valor inicial (Fig.2 linea punteada).

La remocion de 4CF obtenida en el tratamiento bioldgico fue de 99.3%, mientras que
la remocion en DQO fue de 82.3%. Esta diferencia puede atribuirse a la acumulacion de
un intermediario de la biodegradacion de 4CF en el sobrenadante. Los porcentajes de
remocién de 4CF obtenidos fueron mayores a los informados por Sahinkaya y Dilek,
quienes determinaron porcentajes de remocion en DQO de 46% para 0.87 mM de 4CF
en barros activados. Por otra parte, Uysal y Turkman'®, calcularon porcentajes de
remocion de 4CF y DQO de 98.9 y 95.3%, respectivamente. Estos valores fueron
similares a los obtenidos en el presente trabajo, sin embargo estos autores emplearon
barros activados alimentados con 4CF y glucosa como co-sustrato con adicion de un
biosurfactante. En cambio, en el presente trabajo se empleo 4CF como unico sustrato.

25 :
é Lo12
= 204 g L 10 &S
- : =
E L 08 LI:_
B 15 = Q
= s
3 06 E
5 1.0 1 Q0
E 4 o
E S
T 05 - L 02 g
0.0 L 00

00 05 10 15 20 25
t(h)

FIGURA 2. Variacion de la velocidad especifica de respiracion exégena (gex; ®) y
concentracion de 4-clorofenol (o) en funcién del tiempo, durante la adiciéon de 0.78 mM de
4-clorofenol. La linea punteada indica el tiempo en el que se agota el sustrato.

Por otro lado, se estudio el efecto de la adicidon de pulsos sucesivos de 4CF sobre la
gex en funcidn del tiempo para barros activados aclimatados a fenol. Como puede
observarse en la Figura 3 los barros activados fueron capaces de bio-oxidar pulsos
sucesivos de 0.64 mM (82.3 mg L") de 4CF; sin embargo, gex disminuyo en funcion de
la adicién de 4CF. El valor de qex correspondiente al pulso #5 fue un 40% respecto del
valor maximo inicial.
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En la Figura 3 se puede observar que los perfiles respirométricos obtenidos variaron
en funcion de la adicion de sustrato. Por ello, para evaluar el efecto toxico de 4CF sobre
la biodegradacion se determind la velocidad especifica de respiracion exégena media
(qexmedia). Cuando se adiciona un pulso de sustrato oxidable en el respirometro se
obtiene un incremento de gex, una vez que el sustrato se agota el valor de qex retorna al
valor inicial. De esta forma se puede definir el tiempo de degradacion total (ta) como el
intervalo en que se observa un incremento y decrecimiento del valor de qgex. Esta
estrategia fue utilizada por Buitron y col'® como herramienta de control para optimizar el
tiempo de reaccion en un SBR a partir de perfiles de OD. Por lo tanto, gexmedia S€
determiné como:

q 0C

Exmedia = —

ta x )]

donde OC corresponde al oxigeno consumido, td es el tiempo total de degradacion y
X es la concentracion de biomasa en el respirometro. Los valores de Qexmedia variaron
entre 1.62 mmolO2gSST! h”' (Qexmedia 1 €n el pulso #1) a 0.29 mmolO2gSST-" h™'! (pulso
#5). Estos valores fueron similares a los informados por Moreno-Andrade y Buitron®
para barros activados durante la aclimatacion a 0.77 mM de 4CF en un reactor en batch
secuencial.
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FIGURA 3. Velocidad especifica de respiracion exégena (qex) en funcién del tiempo para
barros activados aclimatados a fenol durante la adicion de cinco pulsos sucesivos de 4-

clorofenol
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En la Figura 4a se puede observar la variacion de gexmedia para la adicion de pulsos
sucesivos de 4CF. Los resultados fueron expresados como porcentaje respecto del
valor del primer pulso adicionado (Qexmediat). Para 4CF la concentracion acumulada de
sustrato correspondiente a Qexmedia/ Qexmedia 1= 0.5 (EC50) fue de 2.25 mM (289 mg L™").
Lim y col', calcularon un EC50= 0.77mM basado en la velocidad especifica de
crecimiento de la biomasa para barros activados aclimatados a fenol. Por el contrario,
Kargi y Konya'®, obtuvieron un valor de EC50 3.88 mM para la biodegradacién de 4CF
en barros activados previamente adaptados a degradar 4CF.
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Estas diferencias en el valor de EC50 pueden deberse a el empleo de diferentes
indculos de barros activados. En el presente trabajo los barros activados fueron
aclimatados a fenol como unica fuente de carbono y energia, mientras que Kargi y
Konya'® emplearon 4CF como fuente de carbono durante la aclimatacién de los barros
activados.
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FIGURA 4. a. Variacion de velocidad especifica de respiracion exégena media referido al

valor del primer pulso (gexmedial Qexmediat) €n funcién de la concentracion acumulada de 4-

clorofenol. La linea punteada senala el valor de EC50. b. Oxigeno consumido acumulado
en funcion de la concentracion acumulada de 4-clorofenol.

A partir de los respirogramas obtenidos en la Fig. 3 se calculo el coeficiente de
oxidacion (yO/S) para 4CF como la pendiente de la regresién lineal de la suma de
oxigeno consumido (Sum(OC)) en funcion de la concentracion acumulada de 4CF
(Figura4b). El valor de yO/S calculado fue de 2.15 mmolO2 mmol4CF-'(r> = 0.99).
Lamentablemente, no se encontraron en literatura valores de yO/S para la
biodegradacion de 4CF; sin embargo, el valor obtenido de yO/S fue similar al calculado
para la adicion de pulsos sucesivos de otros compuestos fendlicos en barros activados
aclimatados a fenol'?, tales como resorcinol (yO/S = 2.00 molO2 mol resorcinol) y p-
hidroquinona (yO/S =2.06 molO2 mol p-hidroquinona).

CONCLUSION

En el presente trabajo se estudié en una primera etapa la remocién de 4CF por medio
de adsorcion en quitosano a los efectos de alcanzar una concentracion de 4CF
adecuada para poder someterse a un proceso posterior de biodegradacién en barros
activados aclimatados a fenol. Cuando se adicionaron pulsos sucesivos de 4CF a los
barros activados aclimatados a fenol se observé una disminucién en la velocidad
especifica de respiracion exégena debido a la inhibicidn de los microorganismos, sin
embargo el coeficiente de oxidacion yO/S se mantuvo constante.

Los resultados obtenidos demostraron que una etapa preliminar de adsorcion de 4CF
en biopolimeros como el quitosano podria ser una alternativa para disminuir la
concentracion del contaminante al inicio del tratamiento biolégico, evitando asi la
inhibicion de los barros activados.
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