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RESUMEN

Un téxico es cualquier sustancia quimica capaz de causar dafo, debilitar o
matar a cualquier organismo vivo. Los colorantes azo son un claro ejemplo, los
cuales son perjudiciales para la vida acuatica y mutagénicos para el hombre.
Mas de 7x10° toneladas de estos colorantes son producidas anualmente

alrededor del mundo, aplicandose entre un 60 y 70% en la industria textil.

Debido al gran impacto ecolégico de este tipo de contaminantes en el
ambiente, surge la necesidad de plantear y experimentar un sistema de
tratamiento de aguas residuales a nivel laboratorio, que utiliza mediadores
redox inmovilizados, como es el caso de la riboflavina y el compuesto 2,6-
disulfonato de antraquinona (AQDS) en carbodn activado para la reduccion de

estos contaminantes.

Para realizar el proceso de inmovilizacién de estos mediadores redox en
carbon activado, se llevo a cabo primeramente la elaboraciéon de una isoterma
de adsorcion de éste carbdn, continuando con un tratamiento para reducir el
colorante azul directo 71. Los resultados indican que hubo una adecuada
inmovilizacién de los mediadores redox en el carbon activado, debido a que la

reduccion de los colorantes se presentd, convirtiéndose estos al reducirse el



enlace azo (-N=N) de su estructura quimica a aminas aromaticas. Se
comprueba ademas que el carbon activado también presenta un papel
catalitico en la conversion de este colorante. De los mediadores redox
empleados (AQDS vy riboflavina) en esta investigacién, el modelo AQDS
presenta mayor afinidad hacia el carbén activado, por lo que pueden utilizarse
en el tratamiento de aguas residuales que contengan compuestos
recalcitrantes como son los colorantes azo, mediante la técnica de

inmovilizacion.

La inmovilizacion de mediadores redox es una alternativa que puede ser
empleada en el tratamiento de aguas residuales, ya que éstos pueden ser
reutilizados, sin la necesidad de agregarlos continuamente a los reactores

anaerobios.
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l. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Se considera como contaminante, al exceso de materia o energia (calor) que
causa dafno a los humanos, animales, plantas y bienes, o bien que perturbe
negativamente las actividades que normalmente se desarrollaron cerca o

dentro del agua.

Un téxico es cualquier sustancia quimica capaz de causar dafo, debilitar o
matar a cualquier organismo vivo. Los efectos que produce son en funcion del

tipo de sustancia, concentracion y metabolismo. En general, son teratogénicas



(que producen anomalias en plantas y animales), mutagénicas, cancerigenas o
venenosas. Una caracteristica relevante es que son acumuladas, y su efecto se

manifiesta solo después de un cierto periodo de exposicion (Jiménez, 2002).

Los colorantes azo son compuestos sintéticos ampliamente utilizados en la
industria téxtil, alimentaria y para la elaboracion de cosméticos. Mas de 7x10°
toneladas de éstos son producidas anualmente en todo el mundo (Cervantes et
al, 2001). La industria textil aplica en sus procesos de manufactura entre un 60
y 70% de colorantes azo. La descarga de estos colorantes al medio ambiente
ocasiona un riesgo hacia la vida acuatica, por ser altamente téxicos y tener un

efecto cancerigeno en el hombre (Van der Zee et al, 2002).

Debido al gran impacto ecoldgico de este tipo de contaminantes téxicos, surge
la necesidad de plantear y experimentar un sistema de tratamiento de aguas
residuales a nivel laboratorio, que utiliza mediadores redox inmovilizados como
la riboflavina y el compuesto 2,6-disulfonato de antraquinona, para la reduccién

de estos contaminantes.

Con base a los resultados generados en esta investigacion se evaluara la
posibilidad de inmovilizar los mediadores anteriormente mencionados,

utilizando carbon activado como soporte. Ademas, se determinara cual es el



mas apto para ser utilizado en el tratamiento de contaminantes prioritarios y

proponer su posible uso a nivel industrial.

Este proyecto va encaminado a contribuir al desarrollo sustentable de este
pais, ya que se buscan alternativas de tratamiento para los contaminantes que
producen las industrias y de esta forma poder disponer de esta agua y volverla
a utilizar de acuerdo a las normas estipuladas, ya sea para el riego agricola,

areas verdes o parques, entre otras actividades.

1.2 Planteamiento del problema

El agua representa uno de los recursos mas indispensables para la vida
humana. Ademas de formar parte esencial de la vida, pues constituye la mayor
parte de los organismos vivos, es utilizada en casi toda clase de actividades
humanas, por ejemplo, es vital para la agricultura, procesos industriales,
generacion de energia eléctrica, asimilacion de desechos, entre otras

actividades (Enkerlin et al, 1997).

Durante muchos afos el agua se ha empleado como vehiculo para eliminar
toda clase de desechos y no se tenia suficiente conocimiento sobre el impacto
que estos contaminantes podrian tener sobre el ecosistema y la salud humana,

asi como del hecho de que el agua puede ser reutilizada. Existen diferentes



formas de tratamiento de aguas contaminadas y uno de estos son los procesos
redox, los cuales son empleados cuando el contaminante cambia sus

propiedades toxicas al invertir su estado de oxidacién (Enkerlin et al, 1997).

Multiples contaminantes son muy recalcitrantes bajo condiciones anaerdbicas
como es el caso de los colorantes azo, compuestos polihalogenados,
nitroaromaticos, entre otros. Los mediadores redox aceleran la conversién de
dichos contaminantes, pero se requiere adicionarlos a los sistemas de

tratamiento de manera continua lo cual aumenta los costos del tratamiento.

La inmovilizacion de mediadores redox permite un mejor tratamiento de los
contaminantes, pero se desconocen los mecanismos adecuados para llevarla a

cabo.

1.3 Justificacion

El agua puede contaminarse de diversas maneras, con sustancias quimicas
organicas e inorganicas, alterando o modificando sus caracteristicas originales.
Desafortunadamente, es el mismo hombre quien ha abusado de las aguas del
planeta, utilizandolas como vehiculo de sus desechos, de tal forma que sus
actividades han ido degradando paulatinamente el medio ambiente acuatico

(Novaro, 1998).



Metcalf y Eddy (1996) indican que si se permite la acumulacion y
estancamiento del agua residual, la descomposicion de la materia organica que
contiene puede conducir a la generacion de grandes cantidades de
compuestos malolientes. A este hecho cabe afiadir la frecuente presencia en el
agua residual bruta, de numerosos microorganismos patdgenos y causantes de
enfermedades, también suele contener nutrientes que pueden estimular el
crecimiento de plantas acuaticas y pueden incluir también compuestos tdxicos.
Es por todo ello que la evacuaciéon inmediata y sin molestias del agua residual
de sus fuentes de generacion, seguida de su tratamiento y eliminacién, es no

solo deseable sino también necesaria en toda sociedad industrializada.

La aplicacion de compuestos analogos a las sustancias humicas, como es el
caso de 2,6-disulfonato de antraquinona (AQDS) y el uso de riboflavina son una
alternativa para disminuir la contaminacion, ya que estas substancias tienen la
capacidad de estimular la biotransformacion de contaminantes conteniendo
grupos electrofilicos, como los son los grupos azo a través del transporte de
electrones entre una fuente externa de electrones y estos contaminantes

(Cervantes, 2002).

La aplicacion de mediadores redox en diferentes efluentes industriales
demanda la dosificacion continua de los mismos, pues éstos no son retenidos

en el bioreactor debido a su solubilidad. Por lo tanto, este procedimiento resulta



costoso y consume mayor tiempo, por lo cual una alternativa seria inmovilizar
estos mediadores redox, la cual tiene la ventaja de aumentar la estabilidad del
compuesto inmovilizado y la posible reutilizaciéon del derivado, por lo que

disminuyen los costos del proceso.

1.4 Objetivo

e Objetivo general:

Evaluar la capacidad del carbon activado para inmovilizar diferentes
mediadores redox, verificando el adecuado proceso de inmovilizacidon

mediante la biodegradacién reductiva de un compuesto modelo.

Objetivos particulares:

o Evaluar la capacidad de adsorcion del carbon activado, respecto al
AQDS vy la riboflavina.

o Identificar que mediador redox es atrapado en mayor cantidad en la
matriz.

o Evaluar que mediador redox inmovilizado en el carbén activado estimula

la biodegradacién reductiva de un compuesto modelo.



1.5 Limitaciones

El uso de mediadores redox en la transformacién de contaminantes prioritarios
y su inmovilizacién es un tema muy poco conocido y que tiene pocos afos de
haberse descubierto, por lo tanto existe escasa informacion bibliografica, la

cual es un factor limitante.

Los resultados que se obtengan en este experimento estan dirigidas aquellas
industrias generadoras de aguas residuales que contengan contaminantes

dificiles de degradar.



Il. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1 Métodos de inmovilizacién.

En general los métodos de inmovilizacion se suelen clasificar en dos grandes
categorias: Retencion fisica y unidon quimica. En el método de inmovilizacion
por retencion fisica las moléculas son retenidas en la red tridimensional de un
polimero insoluble en agua o aprisionadas en el interior de microcapsulas
delimitadas por una membrana semipermeable. La inmovilizacion por unién
quimica es una técnica en la que la molécula debe ser fijada a un soporte, tan
s6lidamente como sea posible. Se deben considerar las caracteristicas propias,

tanto de la molécula que se va a fijar, como del soporte (Scriban, 1985).



2.1.1 Retencién fisica.

Atrapamiento: Consiste en la retencién fisica de la molécula en las cavidades
interiores de una matriz sdlida porosa constituida generalmente por
prepolimeros fotoentrecruzables o polimeros del tipo poliacrilamida, colageno,
alginato, carraginato o resinas de poliuretano. El proceso de inmovilizacion se
lleva a cabo mediante la suspension del compuesto a inmovilizar en una
solucion del mondémero. Seguidamente se inicia la polimerizacidén por un
cambio de temperatura o mediante la adicion de un reactivo quimico. El
atrapamiento puede ser en geles o en fibras. Este proceso requiere un control
riguroso de las condiciones de polimerizacidén, asi como la comprobacion de
que la naturaleza quimica del proceso no altere los grupos reactivos del

compuesto inmovilizado (Arroyo, 1998).

2.1.2 Union quimica.

Unién a soportes: Son los métodos de inmovilizacion mas utilizados. La
eleccion del soporte y del tipo de enlace resultan determinantes en el
comportamiento posterior del biocatalizador. Este método puede ser por
adsorcion o unién covalente. Se han utilizado una gran variedad de materiales
como soportes para la inmovilizacién, estos materiales difieren en tamano,
densidad, porosidad y forma, aunque generalmente se encuentran en forma de

cilindro, hojas, fibras y esferas (Arroyo, 1998).

En la Figura 1, se muestran de manera esquematizada las diferentes técnicas

para la inmovilizacion de moléculas.
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Figura 1. Técnicas de inmovilizacion, (http:www.tecnicasdeinmovilizacion.com.htm).

2.2 Matrices utilizadas para la inmovilizacién de moléculas.

Existen diferentes matrices que son utilizadas para la inmovilizacion de
moléculas y su seleccién depende de las propiedades fisicas y quimicas tanto
de la matriz como de la molécula a inmovilizar. En esta investigacion se
utilizara al carbén activado como matriz, del cual a continuacion se describen

algunas propiedades y caracteristicas.
2.2.1 Carbon activado.

En los Estados Unidos, G.L. Spalding demostré en 1930 que el carbdn activado
se puede aplicar en forma satisfactoria y econémica a un abastecimiento

publico de aguas (Gordon, 1971).



Baker (1991) sefiala que es comun utilizar carbén activado para adsorber el
sabor y el olor de contaminantes quimicos organicos. Existen factores
econdmicos que favorecen su uso. Metcalf y Eddy (1996) indican que es
posible utilizarlo en el tratamiento de compuestos toxicos mediante la
adsorcion, como es el caso de compuestos organicos naturales y sintéticos,
entre los que se encuentran los plaguicidas, metales pesados, amoniaco y

algunos contaminantes prioritarios refractarios.

El proceso de elaboraciéon de carbdon activado se basa en la de un carbdén a
partir de materiales tales como la corteza de almendros, nogales o palmeras,
otras maderas y carbon mineral. Este carbon se obtiene calentando el material
del que se trate al rojo vivo para expulsar los hidrocarburos, pero sin aire
suficiente para mantener la combustién. A continuacién para activar al carbén,
se expone la particula a un gas oxidante a altas temperaturas. Este gas
desarrolla una estructura porosa en el carbén natural favoreciendo la aparicién
de grandes superficies internas. Tras el proceso de activacion, el carbon se
puede separar o dividir en diferentes tamafios con diferentes capacidades de
adsorcion. Los dos tipos de clasificacion son: carbon activado en polvo vy
granular (Metcalf y Eddy, 1996).

Debido a las propiedades de adsorcion del carbon activado, éste puede
utilizarse para la inmovilizacion de moléculas, quedando éstas atrapadas en
dicho carbdn. Metcalf y Eddy (1996) indican que el proceso de adsorcion tiene
lugar a tres etapas: macrotransporte, microtransporte y sorcion. El
macrotransporte engloba el movimiento por adveccién y difusién de la materia
organica a través del liquido hasta alcanzar la interfase liquido-solido; por su
parte, el microtransporte hace referencia a la difusion del material organico a
través del sistema de macroporos del carbon activado granular hasta alcanzar

las zonas de adsorcién que se hallan en los microporos y submicroporos de los



granulos de carbdn activado. La sorcion es el mecanismo por el cual la materia

organica se adhiere al carbon.

La capacidad tedrica de adsorcion de un determinado compuesto por medio del
carbon activado se puede determinar calculando su isoterma de adsorcion. La
cantidad de adsorbato que pueda retener un adsorbente es funcién de las
caracteristicas y de la concentracion del adsorbato y de la temperatura. En
general, la cantidad de materia adsorbida se determina como funciéon de la
concentracion a temperatura constante, y la funcién resultante se conoce con
el nombre de isoterma de adsorcion. Las féormulas mas frecuentemente
empleadas en el tratamiento de aguas residuales son las desarrolladas por
Freundlich (Metcalf y Eddy, 1996).

La isoterma de Freundlich, se deriva de consideraciones empiricas y estipula lo
siguiente:

x/m = K.Ce'"

Donde x/m es la cantidad adsorbida por peso unitario de adsorbente (carbén),
Ce, es la concentracion de equilibrio del adsorbato en solucion después de la
adsorcion y K y n son constantes empiricas. En general los valores de n son
mayores a la unidad. Estas constantes se determinan representando

graficamente la relacion entre (x/m) y C (Gordon, 1971).

Investigaciones recientes sefalan que el carbon activado puede ser utilizado
como catalizador para el tratamiento de contaminantes (Van der Zee et al,
2002), por lo cual su utilizacion para el tratamiento de efluentes tendrian
grandes ventajas, pues funcionaria tanto como matriz para inmovilizacién del
mediador redox a utilizar, asi como una estructura catalitica para el tratamiento

de aguas residuales.



Van der Zee et al (2002) sefalan que microorganismos presentes en un lodo
anaerdbico pueden transferir electrones de la oxidacion de sustratos hacia los
grupos del carbdén activado, funcionando este como aceptor de electrones. La
reduccion de carbén activado (CA) funciona como un canal de electrones para
la reduccion de colorantes azo, por tanto, este puede funcionar como

transportador de electrones.

2.3 Tipos de mediadores redox.

En los organismos, la utilizacién de la energia derivada de las reacciones
quimicas implica reacciones de oxidacion-reduccion (redox). Quimicamente
una oxidacion se define como una pérdida de un electron o varios electrones
de una sustancia. A su vez, una reduccion se define como la ganancia de un
electrén o electrones por parte de una sustancia. En bioquimica, la quimica de
las células, las oxidaciones y las reducciones implican frecuentemente la
transferencia no solo de electrones sino de atomos completos de hidrégeno. Un
atomo de hidrégeno (H) consta de un protén y un electron. Cuando pierde su
electron el atomo de hidrogeno se convierte en un protén o ion hidrogeno, H*
(Madigan et al, 2004).

Los mediadores redox son sustancias que son utilizadas por algunos
microorganismos como fuente de electrones para la obtencién de energia, los
beneficios que aportan estas reacciones es el reciclaje de los grupos activos, al
oxidarse y reducirse continuamente como un mecanismo natural y la
intervencion de éstos acoplado a la reduccion de diferentes contaminantes
(Van der Zee, 2001).

A continuacién se describen algunos de los mediadores redox que pueden ser
utilizados para el tratamiento de diferentes contaminantes presentes en el

agua.



2.3.1 Antraquinona.

Madigan et al (2004) senalan que el humus es una mezcla compleja de materia

organica. Procede parcialmente de los constituyentes de los microorganismos

del suelo que han resistido la descomposicion y, en parte, también del material

resistente de las plantas. Es la fraccion organica mas abundante en la biosfera.

Esta compuesto de una estructura compleja en la que polimeros recalcitrantes

prevalecen por décadas e incluso siglos (Cervantes, 2002).

Stevenson (1994) menciona que las sustancias humicas son importantes en el

medio ambiente y en geoquimica por las siguientes razones:

1.

Pueden estar implicadas en la transportacion y la posterior
concentracion de sustancias minerales en zonas pantanosas.

Sirven como acarreadores de xenobiodticos organicos (como trazas de
elementos) en el agua. Se sabe que las sustancias humicas no son
fisioldgicamente dafinas, pero son estéticamente inaceptables porque
imparten un color rojizo-oscuro en agua potable y lagos recreativos.
Juegan un papel importante en la reduccion de la toxicidad de ciertos
metales pesados (Ej. Cu?* y A**) para organismos acuaticos, incluyendo
peces.

Actuan como agentes oxidadores o reductores, dependiendo de las
condiciones ambientales. Pueden tener efectos fotoquimicos en el agua,
incluyendo la fotoalteracion de xenobidticos. También reducen Hg (Il) a
Hg° volatil bajo condiciones a pH natural, por lo tanto proporcionan un

sendero para la movilizacion de Hg en el medio ambiente.

4. La sorcion de el suelo hacia gases organicos e inorganicos es altamente

influenciada por el humus

El modelo 2,6- disulfonato de antraquinona (AQDS), es un compuesto analogo

del humus. Field y colaboradores (2000) comentan que este compuesto no



solamente pueden actuar como aceptor de electrones en la oxidacion
microbiana de muchos compuestos organicos, sino también pueden estimular
la (bio) transformacion de contaminantes conteniendo grupos electrofilicos,
como los grupos azo y nitro, asi como compuestos policlorados y metales
radiactivos, a través del transporte de electrones entre una fuente externa de

electrones y estos contaminantes (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo de reduccion de colorantes azo a través del compuesto modelo
AQDS (2,6-disulfonato de antraquinona). Los microorganismos reductores del humus
(HRM) reducen las quinonas en el humus y las hidroquinonas formadas transfieren los

electrones al grupo azo para reducirlo a aminas aromaticas.

Cervantes et al (2001) comentan que la adicién de AQDS, a niveles por debajo
del estequiométrico, a incubaciones de un lado granular aumenta hasta 7 veces
la velocidad de conversion de tetra-cloruro de carbono y ademas, permite una
mayor produccién de cloruro a partir de este contaminante. Lo anterior indica
que las quinonas contribuyen a aumentar no solamente la velocidad de

conversion de compuestos clorados, sino también, el grado de mineralizacion.




Otro tipo de contaminantes que pueden ser convertidos aceleradamente por
medio del humus o compuestos analogos (quinonas) son los colorantes tipos
azo. Debido a que el enlace —N=N- es muy electrofilico se requiere de
condiciones reductivas para poder convertir este tipo de colorantes a sus
correspondientes aminas aromaticas. La reduccion del enlace azo ocurre muy
lentamente en muchos tipos de colorantes azo por lo que se requiere de la
aplicacién de sustancias humicas, como acarreadores de electrones, para
acelerar el proceso decolorante. La reduccion de varios colorantes azo a sus
aminas aromaticas es acelerada por medio de la adicion de diferentes quinonas
a cultivos bacterianos de Sphingomonas sp. BN6, usando glucosa como fuente
de electrones (Kudlich et al, 1997).

A partir de este descubrimiento, se ha probado la eficiencia de diferentes
quinonas en la decoloracion de diferentes colorantes azo en reactores de
tratamiento de aguas residuales. Los estudios muestran que es posible lograr
un proceso decolorante eficiente aun cuando se opera a tiempos de residencia
hidraulicos de 2 horas. Estos resultados tienen importantes implicaciones en el

tratamiento de aguas residuales de la industria textil (Cervantes et al, 2001).

Los compuestos aromaticos que contienen uno 0 mas grupos -nitro
(nitroaromaticos) son otro grupo de contaminantes que requieren de
condiciones reductivas para poder ser convertidos. Como en los casos
anteriores, la aplicacion de diferentes sustancias humicas a sistemas de
conversion a permitido aumentar hasta 500 veces la velocidad de reduccion del
grupo -nitro al correspondiente grupo —amino (Dunnivant et al, 1990;
Schwarzenbach et al, 1990).



En todos estos casos en los que se ha demostrado el papel catalitico del
humus, no fue necesario adicionar las sustancias humicas en abundancia ya
que durante el transporte de electrones, las quinonas son recicladas infinidad

de veces (Figura 2).

2.3.2 Riboflavina.

La riboflavina o vitamina B,, esta formada por un anillo heterociclico de
isoaloxazina combinado con una molécula del azucar-alcohol ribitol, derivado
de la ribosa. Normalmente se encuentra fosforilada integrando el dinucleétido
de flavina y adenina (FAD), o como mononucléotido (FMN); ambos funcionan
como coenzimas del grupo de enzimas llamadas flavoproteinas que regulan los
procesos de transferencia de hidrogenos en reacciones de oxidorreduccion de
aminoacidos y de otros compuestos. La riboflavina es sintetizada por todas las
plantas y muchos microorganismos, pero no por los animales superiores
(Lehninger, 1978).

En sistemas modelo de soluciones acidas o neutras, la riboflavina pierde su
cadena de ribitol y se transforma en Ilumicromo, sustancia que tiene
florescencia azul, mientras que a pH alcalino se fotooxida a lumiflavina; ambas

flavinas carecen de actividad biolégica (Badui, 1999).

En la Figura 3 se muestra la estructura quimica de la riboflavina, asi como sus

derivados FAD (flavin-adenin-dinucleétido) Y FMN (flavin-mononucleétido).
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Figura 3. Estructura de la riboflavina (Montgomery, 1991).

Field et al (2003) sefialan que los colorantes azo son contaminantes
prioritarios que son generados en la industria textil, los cuales son
considerados toxicos y cancerigenos. Varios estudios indican que el principal
factor limitante para la reduccion de los colorantes azo por lodos anaerébicos,
es la transferencia de electrones, pues ésta se lleva a cabo muy lentamente. A
fin de acelerar la reduccion de estos colorantes, la adicion de mediadores redox
puede ser considerada. Ademas de las quinonas, las flavinas son cofactores
enzimaticos implicados también en la reduccion de colorantes azo. El FAD y
FMN son productos quimicos con un alto costo, lo cual presenta una
desventaja para ser utilizados en el tratamiento de efluentes; sin embargo la

riboflavina es una vitamina factible la cual puede ser introducida en dichas



aguas, a bajas concentraciones para estimular la reduccion de los colorantes

azo durante el tratamiento anaerdbico.

En la Figura 4, se muestra la reduccién de un colorante azo por la riboflavina.
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Figura 4. Reduccion de colorantes azo por la riboflavina. La riboflavina oxidada, es
reducida con la participacién de la enzima riboflavina reductasa. La riboflavina
reducida reacciona quimicamente con el colorante azo, convirtiéndolo en aminas

aromaticas (Field y Brady, 2003).

2.4 Inmovilizaciéon de mediadores redox

La inmovilizacién ha sido satisfactoria en la investigacion de la estructura,
actividad catalitica y otras propiedades de proteinas, acidos nucleicos y otras
macromoléculas, pero en el caso de las sustancias humicas existen muy pocas

publicaciones (Klavins et al 1997).



Han surgido pocas investigaciones referentes a la inmovilizacion de humus o
analogos de éste, y las que se han llevado a cabo se enfocan a estudios de
sorcion. Prado et al (2002) describen la utilizacion de silica gel modificado con
3-aminopropiltrimetoxisilano como una matriz para la inmovilizacion de acidos
hamicos, con el fin de discutir la capacidad de sorcidon de este compuesto hacia

iones metalicos pesados y contaminantes organicos como plaguicidas.

Armon et al (2000) sefialan que las matrices sol-gel han sido exitosamente
usadas para atrapar varios tipos de biomoléculas, como son las enzimas,
células, anticuerpos y otras proteinas. Una solucion que contiene la molécula
deseada es introducida en una mezcla de polimerizacion. Cuando la
polimerizacién se completa, la molécula atrapada es enredada en la red del

polimero organico.

Objetivos semejantes buscaron Klavins y Apsite (1997) al inmovilizar
sustancias humicas en poliacrilamida, copolimeros de estireno-divinilbenzeno,
celulosa y epoxipropilsilica, comparando la matriz mas adecuada para este fin.

Sin embargo, estas investigaciones no se dirigen al estudio de un tratamiento
para aguas residuales en la que la sustancia inmovilizada reaccione con el
contaminante presente en dicha agua, y ocasione la reduccién de éste y por lo

tanto la disminucién de la contaminacién y del impacto ambiental.

La silicagel y la celulosa son matrices que se han utilizado para inmovilizar
sustancias humicas, Klavins y Apsite (1997) indican que los grupos funcionales
predominantes en las sustancias humicas son los grupos hidroxilos, los cuales
reaccionan con los grupos epoxidos que adquiere la celulosa y la silicagel al
ser preparadas con diferentes reactivos. Esta reaccion no es beneficiosa para
el tratamiento de efluentes industriales, debido a que los grupos hidroxilos son
la parte catalitica del humus (antraquinona) y por lo tanto son los grupos que

van a reaccionar con el contaminante para reducirlo. Si estos grupos quedan



enlazados con la matriz no es posible que surja la reaccion deseada, por esta
razon las matrices antes mencionadas no fueron seleccionadas en esta

investigacion.

En el caso de la riboflavina, Pereira et al (2003) sefalan que ésta ha sido
inmovilizada usando como soportes zeolitas, fosfato zirconio y silica modificado
con metales 6xidos (Ti, Zr, Nb, V) en contacto con electrodos quimicamente
modificados para el uso en electroanalisis y desarrollo de sensores y

biosensores.

Jimenez (2002) indica que la poliacrilamida es un polimero neurotoxico que
afecta las células germinales y da lugar a un deterioro de la funcién
reproductora, ademas es un carcinégeno genotéxico. La eleccion de esta
matriz fue descartada, pues el objetivo en el tratamiento de aguas residuales,

es disminuir los contaminantes presentes en ésta, no aumentarlo.

En el caso de la utilizacion de carbon activado como matriz para la
inmovilizacion de mediadores redox, no existe bibliografia que describa su
aplicacién, por tal razén se ve la necesidad de experimentar la aplicacion de
una nueva matriz, dirigida al tratamiento de aguas residuales para comprobar

su viabilidad y que su aplicacion no repercuta en gran medida en los costos.



1. METODO

El trabajo experimental se llevd a cabo en las instalaciones del Instituto
Tecnoldgico de Sonora, campus Centro, en el laboratorio de ecodesarrollo

durante el periodo Diciembre 2004-Febrero-2005.

3.1 Materiales

Espectrofotometro, Centrifuga, agitador magnético, bafio Maria con agitacion,
autoclave, camara de gases N,/CO,, 60 frascos, 60 tapones de goma,
selladora, 5 Vasos de precipitados, 2 matraces volumétricos de 50 ml, 2
micropipetas (100 yL y 5000 pL), 1 probeta de 50 ml, 1 espatula, 2 matraces
erlenmeyer de 1000 ml, 18 tubos de ensaye, 1 gradilla, jeringas estériles de 1y
3 ml, carbdn activado, 2,6-disulfonato de antraquinona (AQDS), riboflavina, azul
directo 71 0.3 mM (AD71), NaH;P0O,4.2H,0, Na;HPO4.H,O, acido ascorbico,



NH4CI, KoHPO4, MgS04.7H,0, CaCl,.2H,0, bicarbonato de sodio ,elementos

traza, glucosa, lodo anaerobio.

3.2 Metodologia
Para realizar la inmovilizacion de mediadores redox en carbén activado se

llevaron acabo las siguientes etapas:

3.2.1 Preparacion de soluciones

Se prepard una solucion de fosfatos, 10.86 g/l de NaH,PO4.2H,0 y 5.38 g/l de
Na;HPO4.H,O. 50 ml de dicha solucion y 50 mg de carbén activado fueron
incorporadas a 36 botellas de 100 ml, (18 para cada tratamiento).

Se prepararon ademas soluciones de AQDS vy riboflavina, cuyas
concentraciones corresponden en mg/l a 0, 25, 50, 75, 100 y 150. Estas
concentraciones por separado fueron adicionadas a los frascos que
previamente se les agregd la solucién de fosfatos y carbdon activado. Se
llevaron a cabo dos tratamientos, uno con riboflavina y otro con AQDS. Para
asegurar la confiabilidad de los resultados de la experimentacién, el analisis se
realizé por triplicado. Las botellas con los respectivos tratamientos, fueron
selladas y llevadas a un sistema de agitacion (170 rpm), durante 24 horas a

una temperatura de 30°C.

3.2.2 Elaboracién de una curva de calibracion
Se realizé una curva de calibracion de los mediadores redox, para obtener la
ecuacion de la recta y de esta forma aplicarla en la realizacion del isoterma de

adsorcion (Figura 5).
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Figura 5. Curva de calibracion de AQDS (A=340)

3.2.3 Elaboracién del isoterma de adsorcién en carbén activado

Para comprobar que la retenciéon del mediador redox se estaba llevando a
cabo, se elabord un grafico o isoterma de adsorcion.

A un tiempo transcurrido de 12 horas, mediante la utilizacion de una jeringa, se
obtuvo 1 ml de muestra de cada tratamiento y de cada concentracion. A dichas
muestras se realizd un analisis espectrofotométrico, midiendo sus
absorbancias. Para el caso del AQDS se emple6 una longitud de onda de 340
nm y para la riboflavina 376 nm. EI procedimiento del analisis

espectrofotométrico se realizé de la misma manera a las 24 horas.

La elaboracion del isoterma se realizd, graficando en ordenadas la capacidad
de adsorcion del carbon, es decir los mg de mediador inmovilizado por cada
gramo de carbdén activado (mg/g) y en las abcisas la concentracion final en
equilibrio (mg/l). Con la realizacion de este isoterma se eligioé la concentracién

optima de mediador redox a utilizar para la inmovilizacion.



3.2.4 Reduccion del colorante azul directo 71 (AD71), mediante

mediadores redox inmovilizados

Se prepararon cinco tratamientos para la degradacion del colorante, 1) con
lodo, 2) con carbon activado (CA) y lodo, 3) con carbon activado, lodo y
riboflavina, 4) con carbon activado, lodo y AQDS y 5) con una mezcla de
ambos mediadores, con carbon activado y lodo. Para una mejor confiabilidad
de los resultados, el analisis se realizd por triplicado, utilizando un total de 15
botellas.

Se agregaron 50 ml de una solucién de fosfatos a los frascos con los
mediadores redox, con la finalidad de que el proceso de inmovilizacion se
llevara a cabo. Las botellas fueron preincubadas en bafio maria a 30°C y en
agitacion por 24 h para favorecer la inmovilizacién de los mediadores redox.
Transcurridas las 24 horas, se abrieron las botellas y se decantd la solucion de

fosfatos, haciendo un lavado al complejo inmovilizado.

Previamente se preparé un medio basal compuesto por una concentracién en
mg/l de NH4Cl (280), K;HPO4 (250), MgS0,4.7H,0O(100), CaCl,.2H,O (10),
bicarbonato (5000) y 1 ml/l de elementos traza. Se adicionaron 50 ml de este
medio a 15 botellas y el complejo inmovilizado (CA-mediador redox) y 1 g
SSV/I (0.845 g). Las botellas fueron rapidamente selladas y llevadas a la
camara de gases para flujarlas con una mezcla de N2/CO; en un transcurso de
3 minutos, para crear un ambiente anaerobio. Se agregaron las cantidades en
equilibrio de AQDS vy riboflavina segun el tratamiento y como sustrato 1g DQO/I

de glucosa, lo cual equivale a 106.7 g de glucosall.

Ya transcurridas las 24 horas se agregaron a las 15 botellas 1 g de DQO/I de
glucosa y posteriormente el colorante AD71 (.3 mM) mediante el uso de una

jeringa.



Se preparé ademas un control estéril, conteniendo carbén activado, riboflavina
y AQDS. Este control se realizO en condiciones asépticas, esterilizando
mediante el empleo de un filtro estéril el colorante, la glucosa y los mediadores
redox.

A las 4 horas de haber adicionado el colorante se tom6 1 ml de muestra de
cada tratamiento y éstas fueron analizadas mediante la utilizacion de un
espectrofotometro a una longitud de onda de 579 nm.

El analisis se realizé cada 4 horas en un periodo de 2 dias.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo experimental se presentan a

continuacion.

4.1 Inmovilizacion de AQDS en carbén activado

Para verificar que el proceso de inmovilizacion estaba aconteciendo, se analizé
la cantidad de mediador presente en la solucién (fosfatos) expuesta al carbén
activado. Sugiriendo que entre menor cantidad de mediador se encuentre
presente en dicha solucion, mayor cantidad de éste es retenido en el carbon.

Las medidas de las concentraciones presentes en dicha solucion se realizaron



en un espectrofotdometro, mediante la lectura de su absorbancia. Los

resultados de estas lecturas se muestran en la Figura 6.
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Figura 6. Adsorcion de 2,6-disulfonato de antraquinona (AQDS), en carbon

activado.

Como puede observarse en la Figura 6, la adsorcion de AQDS en carbdn
activado aumenté cuando se incremento la concentracion del catalizador, pues
las concentraciones utilizadas inicialmente disminuyeron de acuerdo el paso

del tiempo y a partir de las 12 horas la adsorcidn se mantuvo constante.

Para conocer la capacidad de adsorcion del carbdn activado hacia estos
mediadores redox y su afinidad, se elabor6 una isoterma de adsorcion del
modelo propuesto por Freundlich, y para poder realizarlo fue necesario obtener

una serie de datos que se presentan en la tabla 1.



Tabla 1. Valores requeridos para realizar un isoterma de adsorcion de AQDS

en carboén activado

Co (mg/l) | Ce (mg/l) | x (mg) m (g) | x/m (mg/g)
25 8.47 16.53 .05 330.60

50 15.83 34.17 .05 683.40

75 23.85 51.15 .05 1023

100 32.198 67.80 .05 1356

Co: Concentracion inicial; Ce: concentracion en equilibrio;
x: Co-Ce (cantidad adsorbida); m; gramos de carbon activado;

x/m: mg de AQDS inmovilizado por gramo de carbon activado.

Metcalf y Eddy (1996) mencionan que la isoterma de Freundlich es una de las
formulaciones mas empleadas para describir las caracteristicas del carbdon
activado empleado en el tratamiento de aguas residuales y se deriva a partir de

consideraciones empiricas de la siguiente manera:

x/m= K. Ce'"

Van der Zee (2002) sefala que este tipo de isotermas muestran la afinidad del
carbon activado para adsorber ciertas sustancias. La isoterma de adsorcidn
de AQDS en carbén activado se puede observar en la figura 7, en la que se

muestra una amplia afinidad de dicho mediador redox hacia el carbon.
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Figura 7. Isoterma de adsorcién de AQDS en carbon

activado, modelo de Freundlich.

En la Figura 7, se presenta que la mayor cantidad de AQDS adsorbida fue de
1356 mg/g de carbdén activado, esta cantidad fue elegida para los estudios

posteriores con el tratamiento del colorante.

Los resultados de la adsorcion de riboflavina, resultaron negativos debido a que
presentd muy poca afinidad hacia el carbon activado, repercutiendo
notablemente en el proceso de inmovilizacién, por lo tanto los resultados

obtenidos en éste experimento no son presentados.

Con los resultados anteriormente presentados, se denota que la inmovilizacion
de mediadores redox se llevd a cabo, utilizando AQDS, pues presenté mayor
afinidad hacia el carbén que la riboflavina; sin embargo, el paso siguiente fue
comprobar un eficaz acomodamiento de los grupos reactivos de ésta molécula

que permitiera la reduccion de los contaminantes.



4.2 Reduccion del colorante AD71

Para comprobar la eficiencia de la inmovilizacion, se trabajé con un compuesto
modelo (azul directo 71), que en presencia de un consorcio de
microorganismos anaerobios y del mediador inmovilizado en el carbon activo
permitiera la biodegradacion reductiva de este colorante. Los resultados de
esta experimentacion se muestran en la figura 8, en un modelo de primer orden
(In absorbancia medida/absorbancia en tiempo inicial), para estimar el indice de

reduccion del colorante.
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Figura 8. Reduccion del colorante azo AD71 (medido a una longitud de onda de 579
nm), por un lodo anaerobio en ausencia y presencia de AQDS inmovilizado en carbén

activado. El control estéril no contiene lodo.



La Figura 8 muestra que la reduccion del colorante es acelerada cuando se
incluye el AQDS, previamente inmovilizado en carbon activado, en el medio de
cultivo. Por lo tanto, los resultados sugieren que los grupos quinona quedaron
disponibles, después de la inmovilizacion, para llevar a cabo la reaccion
catalitica. Los resultados originados en esta figura indican también, que los
datos obtenidos en el control estéril permanecieron constantes, lo cual confirma
la ausencia de algun mecanismo abidtico que intervenga en la reduccion del
colorante. En el caso del tratamiento con lodo, sin la participacion de AQDS
como mediador redox, la reduccién del tinte se llevé a cabo, pero en niveles por
debajo de los que se obtuvieron en la presencia de éste. Por otra parte, cuando
se incluy6 solamente carbén activado (sin AQDS) en el medio de cultivo con
lodo, se observo un ligero aumento en la velocidad de decoloracién. Lo anterior
puede ser explicado por los resultados publicados por van der Zee et al. (2002)
quienes encontraron que el carbon activado tiene también propiedades

cataliticas redox, lo cual puede acelerar reacciones de oxido-reduccion.



V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La inmovilizacion de mediadores redox es una alternativa que puede ser
empleada en el tratamiento de aguas residuales, ya que éstos pueden ser
reutilizados, sin la necesidad de agregarlos continuamente a los reactores

anaerobios.

Los resultados obtenidos presentaran en gran medida un beneficio importante
en la aplicacion y en el disefio de biorreactores para el tratamiento de aguas
residuales conteniendo contaminantes electrofilicos, como son los colorantes
azo, y posiblemente aplicarse en otro tipo de compuestos como los nitro-

aromaticos, compuestos polihalogenados, metales, entre otros.



De los mediadores redox empleados (AQDS vy riboflavina) en esta
investigacion, el modelo AQDS presenta mayor afinidad hacia el carbon
activado, por lo que pueden utilizarse en el tratamiento de aguas residuales
que contengan compuestos recalcitrantes como son los colorantes azo,
mediante la técnica de inmovilizacién, presentandose la ventaja de poder ser
reutilizado. Ademas el carbon activado presenta una propiedad bifuncional,
pues sirve como matriz para el proceso de inmovilizacién, asi como jugar un

papel catalitico en la reduccion de contaminantes prioritarios.

Sin duda los colorantes con grupos azo presentan una gran impacto ecolégico,
por lo que con este tratamiento se podra reducir dicho colorante a aminas
aromaticas (decoloracién), mas sin embargo resulta indispensable continuar
con un tratamiento aerobio para la mineralizacion de estas aminas y de este

forma colaborar en gran medida en la disminucion de la contaminacion.

Se recomienda dar seguimiento a esta investigacion, debido a que solo estos
experimentos realizados demuestran la inmovilizacion, sin embargo es
importante continuar con el disefio de un biorreactor anaerobio que implemente
ésta técnica, para poder ser utilizado a nivel industrial, cumplir con las normas

oficiales mexicanas y contribuir al desarrollo sustentable.
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