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Resumen y Abstract

Resumen

El aceite dieléctrico contaminado con bifenilos policlorados (PCBs) es un contaminante de
importancia para el medio ambiente. Esta investigacibn se centr6 en establecer las
condiciones ¢ptimas bajo las cuales se puede emplear la oxidacion fotocatalitica
conjuntamente con biotratamiento empleando microorganismos Nostoc sp para degradar
los PCBs presentes en aceite dieléctrico usado.

Entre las condiciones 6ptimas estudiadas se encuentran la concentracion de PCBs, el pH
inicial y la concentracién de diéxido de titanio (TiO.) para la etapa fotocatalitica y la
concentracion de PCBs y el fotoperiodo para la etapa de biotratamiento.

Los resultados indican que las condiciones Optimas necesarias para la degradacion
fotocatalitica fueron: pH de 6,10, 113mg/L de TiO, y 765mg/L de PCBs, logrando
remociones cercanas al 98%. Para el paso de biotratamiento los resultados maostraron que
los PCBs inhiben progresivamente el crecimiento microbiol6gico siendo observado el
menor crecimiento celular en el medio con mayor concentraciéon de PCBs, adicionalmente,
bajo las condiciones de 5.0 mg/L de PCBs en un fotoperiodo de 12h luz/12h oscuridad fue
posible obtener una bioremocion de 54,0%, alcanzando una remocion conjunta entre los

dos tratamientos de 99,6%

Palabras clave: bifenilos policlorados (PCBs), oxidacién fotocatalitica, diéxido de titanio,

aceite dieléctrico, biotratamiento, microorganismos Nostoc sp.



Resumen y Abstract

Abstract

The insulating oil contaminated with polychlorinated biphenyls (PCBs) is an
environmentally important pollutant. This research focused on the establishment of the
optimum conditions under which photocatalytic oxidation can be used together with
biotreatment using the Nostoc sp microorganism to degrade PCBs present in used
dielectric oil.

Among the optimal conditions studied were PCBs concentration, initial pH and titanium
dioxide (TiO2) concentration for the photocatalytic step, and PCBs concentration and
photoperiod for the bio-treatment step.

The results indicate that the optimal conditions necessary for the photocatalytic
degradation were: pH of 6,10, 113mg/L of TiO, and 765mg/L of PCBs, achieving removals
close to 98%. For the bio-treatment step the results showed that PCBs inhibited
progressively the microbiological growth being the lowest cellular growth observed in the
medium with the highest PCBs concentration, Additionally, under the conditions of 5.0 mg/L
PCBs in a photoperiod of 12h light / 12h darkness it was possible to obtain a bioremption
of 54.0%, reaching a joint removal between the two treatments of 99.6%

Keywords: polychlorinated biphenyls (PCBs), photocatalytic oxidation, titanium dioxide,

insulating oil, bio-treatment, Nostoc sp microorganisms.
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Introduccioén

Los aceites usados son considerados un desecho peligroso de acuerdo con los postulados
de la Convencion de Basilea, a la cual se adscribié Colombia en 1996 11, por tal motivo, en
el territorio nacional se ha promovido el desarrollo de: “un conjunto articulado e
interrelacionado de acciones politicas, normativas, operativas, financieras, de planeacion,
administrativas, sociales, educativas, de evaluacién, de seguimiento y monitoreo, desde la
prevencion de la generacion hasta la disposicion final de los aceites usados” 1, esto no
solo con el objetivo de conservar la riqueza de sus recursos naturales sino también para
garantizar la salud integral de su poblacién, sin embargo, se presume que por
desconocimiento de procedimientos técnicos, por ausencia de normatividad, por carencia
de estandares de consumo y por el mercado negro existente con estos productos, los
manejos dados a gran cantidad de los aceites usados son inadecuadost!, lo que
inevitablemente se traduce en efectos adversos para la salud de los seres humanos e

impactos desfavorables sobre el medio ambiente.

Adicionalmente los aceites dieléctricos usados pueden contar con la presencia de
sustancias sintéticas de alto riesgo para el hombre y el medio ambiente como los bifenilos
policlorados (PCBs), considerados de acuerdo al Convenio de Estocolmo como
Contaminantes Organicos Persistentes (COP), los cuales: “tienen propiedades téxicas, son
persistentes a la degradacion, se bioacumulan y son transportados por el aire, el agua y
las especies migratorias, a través de las fronteras internacionales y depositados lejos del
lugar de su liberacién, acumulandose en ecosistemas terrestres y acuaticos” %1, Estas
sustancias han sido encontradas en diversos lugares del mundo, incluso en zonas
apartadas y alejadas de aquellas en donde se emplearon, ademas de asentamientos
humanos e, incluso, en leche materna 1618, Por su naturaleza los COP son dificiles de
degradar, y la biodegradacion, que para muchos contaminantes es el principal mecanismo
de eliminaciéon es limitada, esto debido a su estructura quimica estable, su naturaleza

xenobidtica, su baja solubilidad en agua y su fuerte sorcion en el suelo %29,



2 Introduccién

Por otra parte la contaminacién generada por esta clase de compuestos trasciende la
mayoria de recursos naturales ¢, por ejemplo, en el agua los aceites usados crean una
pelicula que produce separacion entre las fases aire- agua, impidiendo que el oxigeno
contenido en el aire se disuelva en el agua; en el suelo los aceites usados producen
alteracion del humus y la posible pos contaminacion de aguas superficiales y subterraneas;
y en el aire la combustion de los aceites dieléctricos contaminados al ser empleados como
combustibles o como mezclas Fuel-Oil genera que compuestos perjudiciales para la salud
sean emitidos a la atmosfera, incluso, las cenizas producto de estos procesos pueden estar

contaminadas con metales pesados como plomo, cromo y cadmio.

Asimismo se desconoce la viabilidad de la implementacién de nuevos procesos de
tratamiento de aceites usados y los beneficios que estos procesos pueden representar
para la salud humana y el medio ambiente, por tal razon la investigacion tendiente a
realizar un mejor aprovechamiento de estos aceites, se traducira en grandes beneficios
ambientales, econdmicos y sociales, al brindar nuevas alternativas para lograr la remocién
de contaminantes, y por la generacion de un mercado que remplace su etiqueta de residuo

peligroso por una de amigable ambientalmente.



Justificacion de la investigacion

La necesidad de reducir los impactos ambientales generados en los recursos naturales ha
impulsado la continua innovacién de técnicas encaminadas a generar un mejor uso y
aprovechamiento de Residuos Peligrosos (RESPEL) y Contaminantes Orgéanicos
Persistentes (COP), de este modo, durante los Ultimos afios se han producido grandes
avances en el desarrollo tecnolégico encaminados al tratamiento de aceites dieléctricos
usados, esta investigacion pretende incorporar avances en el tratamiento de aceites de tal
forma que se presenten alternativas de tratamiento en el campo ambiental y bioldgico.

En Colombia los aceites usados estan catalogados por la Ley 253 de 1996 como un
Residuo Peligroso, por lo tanto su disposicién y manejo debe realizarse bajo medidas que
garanticen la no afectacion del ambiente o la salud humana, ademas de la mencionada ley
gue instituyé el principio del manejo ambiental racional de los desechos peligrosos, la Ley
430 de 1998 establecid la responsabilidad que tienen en el manejo del aceite usado tanto
los generadores como los acopiadores, transportadores o procesadores de aceites
usados, sin embargo, la responsabilidad social y ambiental, la crisis energética y los costos
de los combustibles fésiles motivan la blisqueda de formas apropiadas de reutilizacion de
aceites usados ya que por sus propiedades y su alto contenido energético constituyen un
valioso recurso que se utiliza en todo el mundo como combustible o como insumo para la

industria.

De esta forma, los avances investigativos tendientes a lograr un apropiado manejo,
recoleccién, transporte y aprovechamiento de los aceites dieléctricos usados generados,
se traduciran en grandes beneficios econdémicos, energéticos, ambientales y sociales para

el pais.






1.0bjetivos de la investigacion

1.1 Objetivo general

Estudiar la remocion de PCBs provenientes de aceites dieléctricos usados mediante el
empleo de tratamiento fotocatalitico acoplado a biotratamiento por medio del cultivo de
Nostoc sp con el fin de plantear una alternativa para la degradacion de estos compuestos

organicos persistentes.

1.1.1 Objetivos especificos

= Determinar el contenido de PCBs y de metales pesados presentes en el aceite
dieléctrico usado contaminado.

= Establecer las condiciones 6ptimas experimentales de concentracién de catalizador,
pH, concentracion inicial de PCBs para llevar a cabo la fotocatdlisis heterogénea de
PCBs presentes es aceites dieléctricos usados

» Establecer el comportamiento de la remocion de PCBs presentes en aceites
dieléctricos usados en funcién del tiempo.

» Determinar las condiciones Optimas de pH, concentracion de carbono organico y
fotoperiodo 6ptimas para llevar a cabo la etapa de Biodegradacion mediante el empleo
del cultivo de Nostoc sp






2.Marco teérico y conceptual

2.1 Aceites usados

A pesar de las multiples definiciones y amplias caracterizaciones que se encuentran en la
literatura %1, de manera general se considera que el aceite usado o contaminado, es todo
aquel aceite con base mineral o sintética, de desecho, que es generado a partir del
momento en que deja de cumplir la funcién inicial para la cual fue destinado ). Como
resultado de los diferentes usos asignados a los aceites, estos a menudo se contaminan
con otros materiales provenientes del desgaste de los equipos en los cuales se utilizaron,
lo que ocasiona por lo general que los aceites usados contengan impurezas de tipo fisico
y quimico como solidos, metales y sustancias organicas, sin embargo, estas impurezas
también pueden estar presentes como resultado de procesos de combustion, o por la
mezcla indebida con otros fluidos o residuos durante las etapas de recoleccion,
almacenamiento y transporte para su aprovechamiento o disposicion final, por ende las
caracteristicas de los aceites usados dependen de las propiedades de los aditivos
utilizados en la formulacién del aceite, de los equipos en los cuales fueron utilizados y de

las condiciones de manejo durante su acopio y transporte €,

En los grandes centros urbanos anualmente se generan grandes volimenes de aceites
usados provenientes del sector automotor, de aceites de proceso y aceites de
transformadores, entre otros, siendo utilizados en su mayoria como combustibles en forma
indiscriminada y sin tratamiento por la pequefia y mediana industria . Debido a que no es
posible garantizar que la totalidad del aceite usado generado sea dispuesto en una forma
ambientalmente segura, y a que la principal preocupacion se centra sobre los
contaminantes que este residuo pueda contener, en Colombia fueron adoptados como
concentraciones maximas permisibles de algunos compuestos y elementos contenidos en
los aceites usados los valores maximos establecidos por la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos (EPA), con base en ello, se establece que las
concentraciones maximas permisibles de contaminantes en aceites usados se regiran de

acuerdo con los parametros presentados a continuacion en la Tabla 2-1 19,
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Tabla 2-1: Niveles de contaminantes permisibles en aceites usados.

SUSTANCIA CONCENTRACION MAXIMA PERMISIBLE
(mg/kg. - ppm)

Bifenilos policlorados (PCBs) 50

Hal6genos organicos totales 1000

Arsénico 5

Cadmio 2

Cromo 10

Plomo 100

Azufre 1,7% en peso

Como preocupacion adicional, los aceites usados provenientes del sector eléctrico o que
hayan sido mezclados con aceites dieléctricos de desecho pueden estar contaminados con
bifenilos policlorados (PCBs), estos compuestos fueron utilizados en cientos de
aplicaciones industriales y comerciales incluyendo la fabricacion de fluidos dieléctricos,
bases para la produccién de tintas de impresion, pinturas, plasticos, cauchos, aceites para
maquinas, sellantes, bombas de vacio, sistemas hidraulicos, compresores e
intercambiadores de calor®®. Cuando los aceites que contienen compuestos clorados se
usan como combustible, se generan dioxinas y furanos presentando efectos negativos
sobre el organismo debido a que estos compuestos toxicos son estables hasta
temperaturas cercanas a los 600°C, ademas, los PCBs son liposolubles y persistentes al
medio. Las principales afectaciones a la salud humana generadas por la exposicion a estas
sustancias se manifiestan a nivel de la piel presentando acné, hiperpigmentacion,
hipoqueratosis y a nivel del sistema nervioso presentando neuropatias, disfunciones

sexuales y neuritis I,

Teniendo en cuenta lo anterior y dada la necesidad de establecer las normas y los
procedimientos basicos que deberan implementar las personas naturales o juridicas
debidamente certificadas por la autoridad ambiental que realizan actividades de
disposicién, eliminacion de aceites usados mediante procesos de tratamiento,

aprovechamiento, recuperacion o disposicion final se ha venido acogiendo el Manual de
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Normas y Procedimientos para la Gestién de aceites usados en el cual se han establecido
los procedimientos para la toma de muestras, preparacion y analisis de laboratorio, asi
como el reporte y registro de cifras significativas, con el objeto de establecer el
cumplimiento de los parametros indicados, estos se regiran por las normas y métodos
ASTM presentados en la Tabla 2-2 "],

Tabla 2-2: Métodos para determinacién de contaminantes en aceites usados.

ASTM IP TITULO

————————— 120 Lead, Copper and Zinc in Lubricating Oils

D 129 61 Sulphur in petroleum products (general bomb method)

D808 | e Chlorine in new and used petroleum products (bomb
method)

D811 | e oCirsemical analysis for metals in new and used lubricating

D 1317 118 Chlorine in new and used lubricants

EPA SW846 PCBs (SCREENING)

EPA 8280 PCBs

De esta forma en primera instancia por lo general el contenido de PCBs presentes en
aceites usados se analiza por medio del método Screening-SW846 de la U.S EPA, sin
embargo, los andlisis cuantitativos de PCBs se realizan conforme al método 8280 de la
U.S EPA H9 ¢e| método ASTM D6160: “Standard Test Method for Determination of
Polychlorinated Biphenyls (PCB’s) in Waste Materials by Gas Chromatography” 5%, o el
método ASTM D4059: “Standard Test Method for Analysis of Polychlorinated Biphenyls in
Insulating Liquids by Gas Chromatography” 4,

2.2 Bifenilos policlorados (PCBSs).

La sigla PCBs o PCD se deriva del término inglés: PolyChlorinated Biphenyls, y ha sido

utilizada para hacer referencia a un conjunto de compuestos aromaticos halogenados de
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alta estabilidad térmica compuestos de dos anillos de benceno sustituidos con &tomos de
cloro, unidos por un enlace entre carbono y carbono, (Figura 2-1), resultan poco corrosivos
y de muy baja inflamabilidad, por tal razon, fueron utilizados desde principios del siglo XX
como aditivos en aceites, selladores, tintas, papel, pinturas y refrigerantes. Los PCB's
generalmente son de aspecto liquido aceitoso incoloro o amarillo claro, no tienen olor ni
sabor y su sintesis quimica es llevada a cabo por el hombre 2, debido a que poseen un
punto de ebullicibn elevado y una constante dieléctrica baja resultan ideales para
emplearse como fluidos dieléctricos en transformadores y condensadores eléctricos,
ademas poseen baja volatilidad, alta solubilidad en solventes organicos y no se deterioran

facilmente.

Figura2-1  Estructura general de los PCBs.

cl, cl,

Este conjunto de compuestos esta conformado por cerca de 209 compuestos clorados
conocidos como congéneres, en los cuales el o los &tomos de cloro pueden adoptar
diferentes posiciones relativas "orto", "para" y "meta" al enlace entre los dos anillos de la
molécula constituida por anillos bencénicos, el nUmero y la posicién de los atomos de cloro
determinan la clasificacion y propiedades de las distintas moléculas, en general, los
congéneres con bajo contenido de cloro son liquidos que fluyen libremente y se hacen mas
viscosos y menos volatiles al aumentar el contenido de cloro. Las preparaciones
comerciales generalmente contienen una mezcla de alrededor de 130 congéneres y se

clasifican segun su contenido de cloro 31,

Los nombres de los PCB’s estan clasificados segun la IUPAC en tres tipos: homoélogos
congéneres y mezclas. Los homodlogos se refieren al nombre general de los PCB’s

dependiendo el numero de atomos de cloro que este posea, los nombres de los
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congéneres indican la posicién de cada cloruro dentro de la molécula, mientras las mezclas

se refieren a nombres comerciales. (Tabla 2-3) 22,

Tabla 2-3 Algunos nombres generales asignados a PCB’s.

NOMBRE TIPO
Monoclorobifenilo Homélogo
Diclorobifenilo Homélogo
Triclorobifenilo Homologo
Tetraclorobifenilo Homologo
Pentaclorobifenilo Homélogo
Hexaclorobifenilo Homélogo
Heptaclorobifenilo Homélogo
Nonaclorabifenilo Homologo
Decaclorobifenilo Homologo
2-clorobifenilo Congénere
22,3,3,44'56" Congénere
octaclorobifenil

Aroclor 1254 Mezcla

Companias como Monsanto Chemical en los Estados Unidos clasificaban sus PCB’s
comerciales conocidos como aroclor, de acuerdo con su contenido de cloro, por ejemplo,
se colocan cuatro digitos después de la palabra aroclor, los dos primeros digitos del
namero corresponden al 10 o al 12. El nimero 12 indica un aroclor normal, mientras que
el nimero 10 indica un producto de destilacion de un aroclor. Los otros dos digitos del
codigo de cuatro indican el porcentaje de cloro existente en la mezcla por peso. De ahi que
el aroclor 1254 contenga aproximadamente 54% de cloro por peso. Los aroclor mas

utilizados en maquilar los fluidos dieléctricos (Askarels) eran los aroclor 1242, 1254 y 1260

[24-25]

Los PCB’ s se pueden obtener por diferentes rutas sintéticas, generalmente por cloracion
directa de sustratos arométicos formando clorobifenilos no simétricos, (Figura 2-2), por
reacciones de condensacion arilo para producir clorobifenilos simétricos y por sustitucion

directa sobre un sistema de bifenilo desarrollado previamente 31,



12 Marco tedrico y conceptual

Figura2-2  Produccion de PCBs por cloracién directa de bifenilo.
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Los PCBs pueden lentamente sufrir eliminacion natural de los atomos de Cloro més
expuestos a fotdlisis y a degradacion microbiana, dando lugar a eliminacion de los mismos,
o simplemente a su reordenamiento en una molécula diferente 12, si las posiciones 2,2’,6
y 6’ no tienen ningun cloro, los bifenilos mantendran una estructura coplanar, si se tiene al
menos una posicién 2,26 y 6 sustituida en cada lado los bifenilos mantendran una
estructura mono-orto sustituida, mientras si tienen mas de una posicibn mantendran una
estructura no coplanar favorecida en la mayoria de moléculas de los PCB’s. Cuando no
existen atomos de cloro en posiciones orto, (Figura 2-3), el impedimento estérico de
rotacion alrededor del enlace fenilo-fenilo es minimo y pueden adoptar la configuracién
coplanar con un requerimiento minimo de energia. La introduccién de un atomo de cloro
en una de las posiciones orto a este enlace incrementa considerablemente el requerimiento
energético para la libre rotacion alrededor de este enlace, requerimiento que incrementa

al aumentar las sustituciones adicionales en las restantes posiciones orto 2%,

Figura 2-3  Ejemplos de a rotacion libre e impedida alrededor del enlace entre anillos.

Rotacion libre Rotacion impedida
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La posicién de los atomos de cloro tiene mayor influencia que el nimero de sustituyentes,
en especial cuando el nimero de &tomos se encuentra entre tres y siete. El efecto de las
sustituciones de atomos de cloro en posiciones orto puede clasificarse en seis categorias

como se muestra en la Figura 2.4.

Figura2-4  Efectos de las sustituciones del &tomo de cloro en las posiciones orto.
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La rotacién alrededor del enlace entre anillo y anillo disminuye en los congéneres di-orto
sustituidos debido a los impedimentos estéricos. Es imposible que se alcance la
coplanaridad debido a la fuerte repulsiéon que se produce entre los dos atomaos de cloro o
entre el atomo de cloro y de hidrégeno cuando el bifenilo tiende a adoptar dicha
conformacion, asimismo, el ndmero de conformaciones se limita ain mas en los
congéneres tri- y tetra-orto sustituidos. Los anillos en los congéneres tetra-orto sustituidos

s6lo pueden rotar como maximo 90° en cada direccion 122,

Se estima que desde 1930 se ha producido mas de un millén de toneladas de PCBs en
todo el mundo %, sin embargo, la persistencia en el ambiente de este tipo de compuestos
empez06 a ser materia de preocupacion hasta las ultimas décadas del siglo pasado, cuando
se comprob6 que en los procesos de fabricacion, uso y disposicion de los mismos se
generaba contaminacién en aire, agua y suelo por causa de derrames accidentales,
pérdidas durante su transporte y por fugas de equipos o productos que los contenian. Los
efectos a largo plazo de estos compuestos son motivo de preocupacion, debido a que adn
hoy en dia, pueden ser emitidos al ambiente desde sitios de disposicion de residuos

peligrosos, por disposicion impropia o ilegal de residuos industriales y urbanos, por
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pérdidas de transformadores eléctricos viejos conteniendo PCBs y durante la combustién

de algunos residuos en incineradores.

En el agua los PCBs son ingeridos por pequefios organismos y peces, que a la vez
constituyen alimento para otros animales, de esta forma, se acumulan en los tejidos grasos
de peces y animales marinos, alcanzando niveles miles de veces mayores de los
existentes en el agua, pudiendo llegar a través de la cadena alimenticia al hombre. La
exposicion del hombre a esta clase de compuestos desencadena efectos adversos a la
salud incluyendo formas severas de acné (cloracné), hiperpigmentacion de ufias y piel,
debilidad, espasmos musculares, bronquitis crénica y una variedad de efectos
neuroldgicos subjetivos, adicionalmente la Agencia Internacional de Investigacion de
Cancer (IARC, International Agency for Research on Cancer), ha llegado a la conclusién
de que existe una probable relacion entre exposiciones prolongadas a altos niveles de
PCBs en ambientes laborales y un aumento de la incidencia de cancer, particularmente de
higado y rifidn, por lo cual considera a los PCBs como probables carcin6genos en humanos
(ASTDR 1997; IARC 1987) 121,

2.3 Tratamiento de PCBs.

El principal tratamiento para sustancias contaminadas con PCBs se basa en la incineracion
a altas temperaturas con altos tiempos de residencia, esta incineracion por lo general se
realiza en instalaciones especiales disefiadas especificamente para tratar sustancias
contaminadas con este tipo de compuestos, la efectividad de la incineracion es funcion del
tiempo de residencia, la temperatura, la turbulencia y la concentracion de oxigeno, dado
gue temperaturas inferiores a los 1200-1300 °C en el horno pueden dar lugar a la formacién

de compuestos toxicos.

Sin embargo, en el caso de los aceites usados, aguas y suelos contaminados con PCBs

existen otras tecnologias de tratamiento entre las que se destacan las siguientes:

2.3.1 Procesos de eliminacion de cloro

En este método de tratamiento el contenido de cloro se convierte en sales inorganicas que

pueden extraerse de la fraccidn organica por filtracién o centrifugacion. Las reacciones se
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realizan en atmosfera inerte, en ausencia de agua, y por lo general se usa sodio metalico,
el cual es un metal reactivo que se oxida con facilidad y es capaz de reducir el cloro
presente en los PCBs, este método tiene la ventaja de ser econdmico frente a la

incineracion y ademas permite recuperar y reutilizar el aceite 4],

2.3.2 Sistema de arco plasmaético

En este sistema de tratamiento se crea un campo de plasma térmico dirigiendo una
corriente eléctrica a través de una corriente de gas a baja presion, el desecho se piroliza
en iones y &tomos a una temperatura superior a 3000°C. Entre los productos finales figuran
gases como argon, diéxido de carbono y una solucién acuosa de sales 24,

2.3.3 Oxidacién con agua supercritica

El agua en condiciones supercriticas es efectiva en la oxidacion de los PCBs, sin embargo,
para lograr una oxidacién completa por lo general se utilizan catalizadores en el sistema.
Como principales desventajas de este sistema se encuentran los requerimientos de altas
temperaturas (450-500 °C), altas presiones (240-300 atm) y consumo de oxigeno lo que

ocasiona que esta tecnologia resulte relativamente costosa 41,

2.4 Biotratamiento de PCBSs.

El biotratamiento o biotransformacion es un proceso en varias etapas que involucra la
descomposicion de materia organica por organismos vivos, produciendo compuestos con
caracteristicas diferentes, de esta forma sustancias contaminantes pueden llegar a
subproductos biolégicos como diéxido de carbono, metano y agua. En estos procesos a
través de los cuales un ser vivo modifica uno 0 mas compuestos presentes en el aceite
usado, el producto resultante puede ser alin mas toxico que el inicial o puede presentar
propiedades més adecuadas para su reutilizacion y aprovechamiento. Por lo general los
microorganismos que pueden estar presentes en un aceite usado son muy similares a los
gue se encuentran en los aceites, tal como Acinetobacter, Pseudomonas, Ralstonia,
Gordono, Rhodococcus, Agrobacterium y Debaryomyces. Estos microorganismos que
pueden ser aerobios 0 anaerobios generan sedimentacion de particulas, que pueden ser

removidas como fango del aceite; el factor principal a tener en cuenta en esta clase de
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procesos es la tasa de degradacion de los compuestos considerados como contaminantes,
sin embargo, en un proceso de biotratamiento la forma méas facil de degradar
completamente los contaminantes presentes en los aceites usados es usar una
degradacién secuencial con diferentes microorganismos. Esta consiste en usar
microorganismos distintos, usando primero uno de ellos y luego el producto de cada etapa
se utiliza como sustrato para el siguiente. Debido a las dificultades que presenta el realizar
un proceso de tratamiento continuo con una gran diversidad de microorganismos, los
métodos de biotratamiento de aceites usados son poco utilizados de forma industrial,
siendo preferidos los métodos de tratamiento que combinan métodos fisicoquimicos y
biolégicos, de esta forma es posible trabajar con una sola clase de microorganismos

evitando los inconvenientes de trabajar con una gran cantidad de estos 4.

Adicionalmente las moléculas de PCBs pueden ser eliminadas por procesos anaerdbicos
seguidos por la oxidacion de bacterias aerébicas, resultando en la degradacion de la
mayoria de las estructuras, sin embargo, la tendencia a biodegradarse de los PCBs varia
en funcién del grado y posicion de los atomos de cloro en las moléculas; en este sentido,
los PCBs con mayor cantidad de cloros son mas resistentes y tienen mayor tendencia a
bioacumularse, por ejemplo, la solubilidad de los PCBs cambia de 6 mg/L en el
monoclorobifenilo a 0,007 mg/L en el octaclorobifenilo ¢, asi mismo, los congéneres mas
toxicos son lo que presentan una conformacion coplanar, dado que dichos congéneres no
tienen cloros en posicién orto, por el contrario, tienen cloros en las dos posiciones para y,

en las dos posiciones meta.

2.5 Fotocatdlisis heterogénea.

La fotocatdlisis heterogénea es una disciplina que incluye una gran variedad de reacciones
guimicas y se la puede considerar como una de las nuevas tecnologias avanzadas de
oxidacion (TAO), esta puede realizarse en diferentes medios (fase gaseosa, fases liquidas
organicas puras o disoluciones acuosas) y en cuanto a la catalisis heterogénea clasica, el
proceso general puede descomponerse en cinco pasos independientes: transferencia de

los reactivos de la fase del fluido a la superficie, adsorcién de al menos uno de los reactivos,
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reaccion en la fase adsorbida, desorcion de los productos y remocion de los productos de

la regidn interfacial.

Cuando un catalizador semiconductor de tipo calcogenuro (éxidos o sulfuros) es irradiado
con fotones cuya energia es igual o superior a la de la energia del bandgap ocurre una
absorcion de estos fotones y una creacién dentro del conjunto de pares electrén-hueco,
que se disocian en fotoelectrones libres en la banda de conduccién y en fotohuecos en la
banda de valencia (Figura 2-5) 2,

Figura2-5 Diagrama de la banda de energia de una particula esférica de TiO..
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Simultaneamente, en presencia de una fase fluida gas o liquido, ocurre una adsorcién
espontanea y, dependiendo del potencial redox o nivel de energia de cada adsorbato, se
realiza una transferencia de electrones hacia las moléculas aceptoras, mientras que un
fotohueco positivo es transferido a una molécula donora (en realidad la transferencia del
hueco corresponde a la cesion de un electron por parte del donor al sélido). Cada ion
formado subsiguientemente reacciona para formar los intermediarios y los productos
finales. Como consecuencia de las reacciones, la excitacion foténica del catalizador
aparece como el primer paso de la activacion de todo el sistema de catalisis. De alli que el

foton eficiente debe considerarse como un reactivo y el flujo de fotones como una fase
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fluida especial, la fase electromagnética. La energia del foton debe adecuarse a las
propiedades de absorcién del catalizador, no de los reactivos. En este proceso la Unica
diferencia con la catalisis convencional es el modo de activacién del catalizador, ya que la

activacion térmica es reemplazada por una activacion foténica.

Principalmente como catalizadores se han utilizado varios calcogenuros 6xidos y sulfuros:
TiO2, ZnO, CeO,, ZrO;, SN0, Sh,04 CdS, ZnS, etc. Se observa en general que los mejores
desempefios fotocataliticos, con maximos rendimientos, se obtienen siempre con dioxido
de titanio, ademas, la anatasa es la forma alotrépica mas activa entre las diferentes formas

disponibles, ya sea natural o artificial en comparacion con las fases rutilo y brookita.

Dependiendo de la reaccion considerada, es posible elegir diferentes fotorreactores, por lo
general para experimentos de laboratorio, se utilizan fotorreactores en batch, ya sea con

agitacién mecéanica o magnética, iluminados con lamparas UV.

Las variaciones de la velocidad de reacciéon como funcién de la longitud de onda siguen el
espectro de absorcién del catalizador, con un umbral correspondiente a la energia del
bandgap, para el TiO, con E = 3,02 eV, es necesaria una radiacion de 400 nm, es decir,

longitudes de onda del UV cercano (UV-A).

A causa de la activacion fotonica, no es necesario calentar los sistemas foto cataliticos, ya
gue pueden funcionar a temperatura ambiente, la verdadera energia de activacion, relativa
a la verdadera constante de velocidad, es nula, mientras que la energia de activacion
aparente a menudo es muy pequefia, del orden de unos pocos kJ/mol en el rango de
temperaturas medias (20°C < T <80°C). Esto significa que la temperatura es un parametro

secundario.

Se ha demostrado, para todo tipo de reacciones fotocataliticas, que la velocidad de
reaccion es proporcional al flujo radiante, esto confirma la naturaleza fotoinducida de la
activacion del proceso catalitico, con la participacién de cargas eléctricas fotoinducidas

(electrones y huecos) en el mecanismo de la reaccién 21,
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2.6 Microalgas.

Ficologia es el estudio cientifico de las algas, deriva del griego phykos que significa "alga
marina", en la literatura se pueden encontrar distintas definiciones de alga debido,
principalmente, a la gran variedad de especies existentes y a las distintas formas de
aprovechamiento y utilizacion que se han desarrollado; si bien no se contradicen, no
definen de forma completa y especifica al grupo. Una definicion sencilla y bastante
aceptable es la que denomina alga a los diversos organismos autétrofos de organizacion
sencilla que contienen clorofila a, realizan la fotosintesis oxigénica (productora de oxigeno)
y que viven en el agua o en ambientes muy hiumedos. Bajo este contexto, las
cianobacterias o algas verde-azules, procariotas se han considerado tradicionalmente
dentro del grupo; asi mismo, segun esta definicion, quedan excluidas las bacterias
fotosintéticas, ya que no contienen clorofila a sino bacterioclorofila y realizan fotosintesis

anoxigénica B,

Como se menciond es una definicién aceptable, sin embargo, la ficologia agrega conceptos
y caracteristicas importantes que definen de una mejor manera al grupo de algas; asi pues
los ficologistas consideran alga a cualquier organismo con clorofila a y un cuerpo no
diferenciado en raices, tallo y hojas. Las cianobacterias también se incluyen en esta
definicién, a pesar de que son organismos procariotas. Ademas se debe mencionar que
las algas son thallophytes (plantas que carecen de raices, tallos y hojas) que tienen
clorofila a como pigmento fotosintético primario y carecen de una cubierta de células
estériles alrededor de las células reproductoras. Esta definicién abarca una serie de formas
vegetales que no necesariamente estan estrechamente relacionadas; por ejemplo, las
cianobacterias que estan mas cerca en evolucién de las bacterias que al resto de las algas.
Por otro lado, las algas y las plantas producen los mismos compuestos de
almacenamiento, usan mecanismos similares de defensa contra depredadores y parasitos,
y existe una fuerte similitud morfolégica entre algunas algas y plantas, sin embargo, esto
lleva a una mayor confusion dado que, si bien hay muchas similitudes entre ambas, son
muchas més sus diferencias; asi las algas no tienen ninguna de estas caracteristicas

propias de las plantas: raices, tallos, hojas, ni tejidos vasculares bien definidos &7,

A pesar que muchas algas tiene el aspecto de las plantas y algunos de ellas muestran la
especializacion y diferenciacion de las células vegetativas, ellas no forman embriones, sus

estructuras reproductivas estan formadas por células que son potencialmente fértiles y
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carecen de células estériles de recubrimiento o proteccién. El desarrollo parenquimatoso
esta presente solo en algunos grupos y tienen ciclos de vida monogenéticos y digenéticos.
Por otra parte, las algas se presentan en formas diferentes, tales como células
microscopicas individuales, macroscépicos multicelulares conglomerados sueltos o
vaporosos, colonias mates o ramificadas, o formas de hoja o cuchilla mas complejas, que

contrastan fuertemente con la uniformidad de las plantas vasculares.

En conclusiéon tenemos que las algas son un grupo independiente sin superposicion con

los vegetales ni con ninglin otro conjunto &7,

2.7 Clasificacion de las microalgas

Tradicionalmente, las algas han sido clasificadas segun sea el pigmento fotosintético que
posean en los cromoplastos, de esta forma, pueden ser verdes, si tienen abundante
clorofila (Chlorophyta), pardas o rojas, si predominan otros pigmentos como la ficoxantina
de color pardo-amarillenta o la ficoeritrina de color rojo (Rhodophyta), o verdeazuladas
(Cyanophyta) y esta caracteristica sigue siendo de cierta importancia (Figura 2-6) 43,

Sin embargo, no existe un sistema de clasificacion, facilmente definible y ampliamente
aceptado, debido a que la taxonomia es objeto de rapida y constante revisién a todos los
niveles siguiendo cada dia nuevas evidencias genéticas y ultra estructurales. Se debe
tener en cuenta, ademas, que el caracter polifilético del grupo de algas es de algin modo
incompatible con los tradicionales agrupamientos taxondémicos, a pesar que siguen siendo
Gtiles para definir el caracter general y el nivel de organizacion, y el hecho de que la opinién
taxondmica puede cambiar a medida que la informacion se acumula. No obstante, y dada
la necesidad e importancia de clasificar este grupo, la investigacion con microscopios
electrénicos ha demostrado diferencias en las caracteristicas, dando lugar a la
determinacion de los actuales sistemas de clasificacion de las algas, los que se basan en
los siguientes criterios principales: tipo de pigmentos, la naturaleza quimica de los
productos de almacenamiento y componentes de la pared celular; asi mismo se toma en
cuenta, como criterios adicionales, los siguientes caracteres citologicos y morfologicos: la
presencia de células flageladas, la estructura de los flagelos, el esquema y la trayectoria

de la division nuclear y el proceso de division citoplasmatica, la presencia de una envoltura
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de reticulo endoplasmaético alrededor del cloroplasto, y la posible conexion entre el reticulo

endoplasmatico y la membrana nuclear B7.

Figura 2-6

a) Pediastrum sp (Chlorophyceae)
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¢) Anabaena flosaquae (Cyanophyta)

Algunos ejemplos de microalgas.

b) Porphyra umbilicalis (Rhodophyta)

d) Ceratium sp umitunoobimusi
(Dinophyta)
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Uno de los primeros cientificos en destacar la importancia filogenética de las membranas

adicionales alrededor de la envoltura del cloroplasto fue Lee (1989), de esta manera se

pueden encontrar cuatro grupos distintos dentro de las microalgas: el primer grupo incluye

las algas procariotas, siendo las Unicas las cianobacterias; los otros grupos se clasifican

con respecto a la evolucion del cloroplasto, y son algas eucariotas, siendo el segundo

grupo, algas eucariotas con cloroplastos rodeados por las dos membranas de la envoltura

del cloroplasto; el tercer grupo, algas eucariotas con el cloroplasto rodeado por una

membrana del reticulo endoplasmatico cloroplasto; y el cuarto grupo, algas eucariotas con

los cloroplastos rodeados por dos membranas de reticulo endoplasmatico cloroplasto 7.
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En la sistematica de las algas se utiliza el sistema estandar de clasificacion botanica: Filo
— phyta, Clase — phyceae, Orden — ales, Familia — aceae, Género, Especie. La posicion
sistematica del grupo de las algas ha cambiado varias veces en los ultimos afios 7.

2.8 Composicion quimica de las microalgas

Las algas estan compuestas, principalmente, por proteinas, carbohidratos y lipidos; asi
como también por una gran variedad de vitaminas y elementos (yodo, potasio, hierro,
magnesio, calcio, etc.) en diferentes proporciones dependiendo de la cepa que se esté
analizando. Las microalgas de diferentes origenes, salvo algunas excepciones, se parecen
entre si en términos de composicion celular, particularmente en lo relativo a las cantidades
de proteina cruda, lipidos y carbohidratos que contienen cuando se cultivan en condiciones

de crecimiento cercanas a las 6ptimas 71,

Para una sola especie, por otra parte, la variacion en la composicion de la célula puede
diferir muchas veces, de acuerdo con las condiciones de cultivo. Por ejemplo, Chlorella
sp., braunii Botryococcus, y Dunaliella salina, que estan todas clasificadas en
Chlorophyceae, muestran la composicion bioquimica tipica: 30-50% de proteinas, 20-40%
de hidratos de carbono y 8-15% de lipidos en buenas condiciones ambientales; estas
especies, sin embargo, en condiciones ambientales desfavorables pueden acumular por
encima de 80% de acidos grasos, 80% de hidrocarburos y 40% de glicerol,
respectivamente, sobre la base del peso seco. Evidentemente, los factores ambientales,
especialmente la luz, temperatura, nivel de nutrientes y la salinidad, no sélo afectan la
fotosintesis y la productividad de biomasa celular, sino que también influyen en el modelo,
la via y la actividad del metabolismo celular y por lo tanto en la composicion celular
dindmica. Los efectos de estas Ultimas tienen implicaciones biotecnolégicas de gran

alcance y consecuencias.

La composicion de aminoacidos y proteina de microalgas es muy similar entre las especies
y relativamente poco afectada por la fase de crecimiento y las condiciones de luz. Ademas,
la composicién de aminoacidos esenciales en las microalgas es muy similar al de proteina
a partir de larvas de ostras (Crassostrea gigas), esto indica que es poco probable que la

calidad de las proteinas sea un factor que contribuya a las diferencias en el valor nutricional
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de especies de microalgas. Esteroles, minerales y pigmentos, pueden contribuir a las

diferencias nutricionales.

El contenido de vitaminas puede variar entre cepas. El acido ascérbico muestra la mayor
variaciéon, hasta 16 veces. Las concentraciones de otras vitaminas muestran tipicamente
una diferencia de dos a cuatro veces, entre las especies, es decir, B-caroteno 0,5-1,1 mg,
niacina 0,11-0,47 mg, a-tocoferol desde 0,07 hasta 0,29 mg, tiamina 29-109 mg, riboflavina
25-50 mg, acido pantoténico 14-38 mg, folatos 17-24 mg, piridoxina 3,6 a 17 mg,
cobalamina 1,8-7,4 mg, biotina 1,1-1,9 mg, retinol 2,2 mg y vitamina D, 0,45 mg B,

2.9 Aplicaciones de las microalgas

El hombre ha utilizado microalgas y macroalgas durante cientos de afios como alimento
humano, forraje, remedios y fertilizantes, por otra parte, gracias a recientes investigaciones
se sabe que las microalgas podrian ser la base de combustibles ecolégicos, de alimentos
gue ayudarian a cuidar la dieta y luchar contra el cancer, o de sistemas que absorberian
el diéxido de carbono y 6xidos de nitrégeno, contribuyendo a mitigar el cambio climéatico.

Las microalgas también podrian ser utilizadas en el tratamiento de aguas residuales, las
depuradoras convencionales necesitan productos quimicos y energia para realizar su
trabajo; estos organismos podrian, al menos en la Ultima fase del proceso de tratamiento,
limpiar el agua al aprovechar los desechos organicos como nutrientes 7). Llevando a cabo
una eficiente bioconversion de la energia solar, en la utilizacion y eliminacion de materia
organica, lo cual se traduce naturalmente en generacion de biomasa, mejorando la calidad
del efluente y aumentado la concentracion de oxigeno. Esta biomasa de microalgas puede

ser aplicada en sistemas de produccién (81,

2.10 Parametros de cultivo de las microalgas

Los parametros mas importantes que regulan el crecimiento de las microalgas son la
calidad y cantidad de nutrientes, la luz, el pH, la agitacion y mezcla, la salinidad y la
temperatura. Los parametros 6ptimos, asi como los rangos de tolerancia son especificos

para cada especie 71,
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2.10.1 Luz

Al igual que en las plantas, la luz es la fuente de energia que impulsa las reacciones de
fotosintesis en las algas, y por tanto su crecimiento, en este sentido se debe considerar la
intensidad, la calidad espectral, y la necesidad de fotoperiodo. La intensidad de la luz juega
un papel importante, pero los requerimientos varian ampliamente de acuerdo a la
profundidad y la densidad del cultivo algal, a mayor profundidad y concentracién celular se
debe aumentar la intensidad de la luz para atravesar el cultivo; pero una intensidad de luz
demasiado alta puede dar lugar a la foto-inhibicion. Por lo tanto, todos los sistemas de
cultivo de algas son poco profundos y optimizados para capturar la cantidad suficiente de
luz. No obstante muchas especies no crecen bien bajo iluminacion constante, a pesar de
gue el cultivo de microalgas normalmente se desarrolla de esta forma, por lo tanto se utiliza
un ciclo luz/oscuridad (LD), (16:08 maxima LD, generalmente 14:10 o 12:12). Por otra
parte, se debe evitar el sobrecalentamiento debido a la iluminacién tanto natural como

artificial 3.

2.10.2 Carbono

Como todos los organismos fotosintéticos, las algas utilizan Di6xido de Carbono como
fuente de carbono y su suministro insuficiente es a menudo un factor limitante de la
productividad. Sobre la base de la composicion quimica promedio de la biomasa de algas,
se necesita aproximadamente 1,8 toneladas de Di6xido de Carbono para producir una
tonelada de biomasa. La disolucién natural de Diéxido de Carbono del aire en el agua no
es suficiente, esto se podria mejorar con el burbujeo de aire a través del agua, pero, ya
gue el aire contiene aproximadamente 0,03 por ciento de Didoxido de Carbono, todo el
diéxido de carbono en alrededor de 37,000 m3 de aire seria necesario para producir una
tonelada de biomasa seca. Frente a esto surgen otras opciones como el uso de didxido de
carbono puro, lo que es bastante caro, o una fuente de diéxido de carbono de desecho

como gas de combustion de una caldera B,

En los sistemas abiertos de cultivo no todo el diéxido de carbono suministrado sera
absorbido, por lo que se aflade gas de combustidon en exceso; en principio, todos los gases
de salida disponibles se pueden afiadir al estanque de algas, parte del CO,, NOx y SOx se

disolvera, y el resto entrara en la atmésfera como ocurre normalmente, por otra parte, las
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altas concentraciones de diéxido de carbono y diéxido de azufre disuelto afectan el pH del
medio, por lo que deben ser controlados o atenuados. El rango de pH para cultivos de la
mayoria de especies de algas es entre 7 y 9, aunque hay especies que habitan en entornos

mas acidos y basicos F71.

2.10.3 Nutrientes

Ademas del diéxido de carbono y la luz, las algas necesitan nutrientes para crecer, siendo
los mas importantes nitrogeno y fosforo. Estos pueden ser suministrados en forma de
abono como en agricultura lo que es simple y de facil acceso, pero puede ser un factor de
coste significativo. Hay varias opciones para abaratar las fuentes de estos nutrientes, como
el empleo de fuentes de agua residual, o el reciclaje de nutrientes dentro del proceso,
dependiendo de la tecnologia de produccién elegida 71,

2.10.4 Temperatura y agitacion

La temperatura es el factor limitante mas importante, después de la luz, para los cultivos
de algas en sistemas abiertos y cerrados al aire libre. Los efectos de la temperatura para
muchas especies de microalgas en laboratorio estan bien documentados. La temperatura
ideal a mantener en los cultivos debe ser lo mas cercana posible a la temperatura del
habitat natural de los organismos; organismos polares (<10 °C), templados (10-25 °C);
tropicales (>20 °C). La mayoria de especies de microalgas cominmente cultivadas toleran
temperaturas entre 16 y 27 °C, aunque esto puede variar con la composicién del medio de
cultivo, la especie y cepa cultivada; generalmente se emplea un valor intermedio de 18-
20°C 7,

La agitacidn es necesaria para evitar la sedimentacion de las algas, garantizar que todas
las células estén expuestas a la luz y a los nutrientes, evitar la estratificacion térmica y para
mejorar el intercambio de gases entre el medio de cultivo y el aire; esto UGltimo es de vital
importancia, ya que, el aire contiene didoxido de carbono, fuente de carbono para la
fotosintesis. Por otro lado la alta velocidad del medio y los grados de turbulencia puede
dafiar las microalgas debido al esfuerzo cortante; el nivel 6ptimo de la turbulencia (por
encima del cual se produce la muerte celular) depende de la cepa y debe ser investigado
a fin de evitar la disminucién de la productividad. Dependiendo de la escala del sistema de

cultivo, la mezcla se logra por agitacion diaria (tubos de ensayo, Erlenmeyers), aireaciéon
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(bolsas, tanques, foto-biorreactores), o usando agitadores de paletas y bombas de
inyeccion (estanques, raceways). A la mayoria de cultivos les va bien con una baja
agitacion, sobre todo cuando no estdn muy concentrados, pero siempre que sea posible,

se recomienda suave agitacién diaria &7,

2.11 Disefio de experimentos

Los disefios estadisticos experimentales conocidos como “Disefio de Superficie de
Respuesta” por sus siglas en inglés: RSM “Response Surface Methodology”, son métodos
estadisticos empleados después de una seleccion de los factores importantes,
generalmente realizados a través de un disefio factorial, que hacen uso del primer,
segundo o superior orden polinomiales para modelar la relacion entre las variables

independientes o factores (xi, X2, Xs... Xn) Y la variable de respuesta (y) 4.

2.11.1 Modelo de primer orden sin factores de interaccion

Este modelo de Superficie de Respuesta, puede expresarse mediante la siguiente forma
general (2-1):

k
=P, + 2. B +¢
-1 (2-1)
Donde ¢ es el termino de error y i son los efectos lineales, para cualquier modelo, el
minimo numero de experimentos necesarios para ajustar el modelo es igual al nimero de
parametros desconocidos p = (k+2) (k+1)/2. El modelo lineal produce respuestas de
superficie que son hiperplanos y la adicion de términos de interaccién permite solamente

deformaciones de hiperplano 8,
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2.11.2 Modelos de superficie de respuesta de orden superior

En los modelos de superficies de respuesta los términos cuadraticos del modelo de
segundo orden capturan la curvatura potencial en relacion entre factores y variables de
respuesta, mostrando superficies de respuesta con un maximo, minimo, aumento de
cresta, lomo, etc., y consecuentemente localizando una respuesta éptima (Figura 2-7) 4],
En estos modelos el reto consiste en seleccionar el que sea apropiado para encajar un
modelo de superficie de respuesta asegurando que el disefio contiene suficiente

flexibilidad para modelar adecuadamente la superficie al polinomio real.

Para el caso particular del modelo de segundo orden, los disefios de superficie de
respuesta usan factores de 3 a 5 diferentes valores, llamados niveles, donde,
diferentemente a los disefios factoriales, no todas las combinaciones de esos niveles

aparecen en el disefio %,

Figura 2-7  Ejemplo de superficie de respuesta.

(Aplicaciones del disefio de experimentos en la Industria Farmacéutica)
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Como una caracteristica deseable, estos disefios tienen que ser giratorios, esta capacidad
giratoria es una propiedad importante debido a que el objetivo es optimizar y como la
localizacion del 6ptima es desconocido es necesario usar un disefio que de estimaciones
exactas en todas las direcciones, es decir, que la varianza de la respuesta predicha a
cualquier punto depende solamente de la distancia del punto central del disefio y no es

una funcion de la direccion 156!,

2.12 Disefios experimentales para acondicionamiento de
superficie de respuesta

Cuando es necesario modelar la superficie de respuesta de un producto, proceso o sistema
a través de un polinomio de segundo orden, un disefio experimental tiene que ser
seleccionado para dar una distribucion razonable de puntos de datos en toda la region de
interés y permitir investigar la conveniencia de la ecuacion de regresion, asi como permitir
la construccion secuencial de mayores disefios de orden, asegurando la simplicidad en la

estimacion de los parametros del modelo.

De la definicién de los Disefios de Superficie de Respuesta tiene que haber por lo menos
tres niveles para cada variable independiente (nivel inferior, intermedio y superior),
generando un Disefio Factorial Completo 3%. Sin embargo, este diseiio no es realmente
satisfactorio en la mayoria de los casos, ya que posee mas ensayos que los necesarios
para encajar en el modelo. Por ejemplo, para k=3, el disefio requiere 27 ensayos

experimentales ¢,

Con el objetivo de reducir la cantidad de ensayos experimentales, es posible emplear los

siguientes disefios de superficie:

Disefio Compuesto Central (Central Composite Design / CCD)

Un disefio Compuesto Central Box-Wilson, comunmente llamado “Disefio Compuesto
Central”, esta constituido por un conjunto de puntos del disefio factorial completo 2% o el

disefio factorial fraccional 2%?; un grupo de "Puntos Axiales” a lo largo del axis, donde cada
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factor es seleccionado en sus niveles mayores o menores (hacia una distancia +/- a del

centro del disefio) y un nimero de puntos centrales.

El nimero total de puntos de disefio necesitados (N) es determinado por la expresion: N=2%
+ 2k + Co, donde k es el nimero de factores y Co es el nimero de puntos centrales o

estrellas.

Existen tres variaciones del Disefio Compuesto Central. El tipo de CCD usado (posicién de
los puntos factoriales) es determinado por el nimero de factores y por las propiedades
deseadas del disefio (ortogonalidad y capacidad giratoria).

Este disefio requiere cinco niveles de cada factor. El disefio consiste de puntos factoriales,
gue es el producto de los intervalos [-1, +1], puntos estrellas a lo largo del axis y fuera del
espacio factorial y puntos centrales en el origen. El valor preciso de a dependera del

numero de factores, de acuerdo a la relacion a=+/- 2 ¥4,

Para aquellas situaciones en las que los niveles especificados para el factor tienen
restricciones, los puntos centrales podrian usar los pardmetros de factores +/- 1 y crear
una factorial o un disefio factorial fraccional dentro de esos limites. Este nuevo acuerdo es

llamado CCD - Inscrito. Este disefio también requiere cinco niveles de cada factor.

Por dltimo se tienen 3 niveles para cada factor, diferente a los anteriores que tienen 5
niveles por cada factor. Asi, este disefio posee el punto central en el espacio de las caras

de la region del disefio, de modo que a=+/-156],

Disefio Box — Behnken

El disefio Box — Behnken es un disefio cuadratico independiente que no posee un disefio
factorial o un factorial fraccional. Estos disefios son giratorios, pero poseen capacidad

limitada de bloqueo ortogonal comparado con el Disefio Compuesto Central.

En comparacién con los CCD, los disefios Box — Behnken usan solo 3 niveles para cada
factor. Las combinaciones de los niveles de los factores estan en los puntos centrales del
axis del espacio de disefio y en el centro. Por ejemplo, el Disefio Box — Behnken para tres
factores envuelve tres bloques, en cada uno de ellos 2 factores son variados a través de
las 4 posibles altas y bajas combinaciones. Es ademas necesario incluir puntos centrales,
donde todos los factores estan en sus valores centrales. En consecuencia, estos disefios

no contienen puntos en el vértice de la region experimental.
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El numero de experimentos requeridos (N) es definido por la expresion N=2k (k-1) + Co,
donde k es el nimero de factores y Co es el nimero de puntos centrales ¢!,

Disefio Doehlert

El Disefio Doehlert describe un dominio experimental esférico y destaca la uniformidad en
el llenado de espacio. Si bien esta matriz no es ortogonal ni giratoria, no difieren
significativamente de la calidad requerida para uso efectivo.

El Disefio Doehlert para dos factores consiste de un punto central y seis puntos formando
un hexagono regular. Para tres factores puede ser visto de diferentes maneras,

dependiendo de la estructura geométrica seleccionada.

En los Disefios Doehlert el nUmero de niveles no es el mismo para todos los factores. En
un Disefio Doehlert de dos factores, por ejemplo, un factor es estudiado a cinco niveles

mientras la otra es estudiada solamente a tres niveles.

El nimero de experimentos requeridos (N) es dado por N= k? + k + Co, donde k es el

numero de factores y Co es el nimero de puntos centrales 61,



3.Antecedentes de la investigacion

3.1 Problematica y normatividad

En Colombia a través de la Ley 253 de 1996, con el apoyo de la Organizacion de las
Naciones Unidas, se adoptaron los lineamientos presentes en la Convencion de Basilea
sobre el control de los movimientos transfronterizos de los desechos peligrosos y su
eliminacion, en este tratado multilateral el aceite usado es clasificado como un Residuo
Peligroso, pues sus principales contaminantes son altamente téxicos (plomo, cloro, bario,
magnesio, zinc, fésforo, cromo, niquel, aluminio, cobre, estafo y azufre, entre otros) y su
uso inadecuado afecta no soélo a los seres vivos sino también al ambiente ). Desde
entonces el tema de los aceites usados ha influido en las politicas ambientales nacionales,
generando acciones por parte de la autoridad ambiental entre las que se destacan: la Ley
430 de 1998 por la cual se dictaron normas prohibitivas en materia ambiental, referentes a
los desechos peligrosos permitiendo impulsar la utilizacion de aceites lubricantes de
desecho para la generacién de energia eléctrica, las Resoluciones 189 de 1994 y 415 de
1998 por medio de las cuales se adoptaron regulaciones para impedir la introduccion al
territorio de residuos peligrosos entre los que se cuentan los residuos téxicos como los
contenidos en lo aceites usados, y se establecieron los casos en los cuales se permite la
combustién de los aceites de desecho y las condiciones técnicas para realizar la misma,
el Decreto 1220 de 2005 el cual reglamenta el Titulo VIII de la Ley 99 de 1993 sobre
licencias ambientales, la Resolucién 1446 del 2005 por la cual se establecieron requisitos
y condiciones para aprovechar el aceite de desecho o usado generado en el pais ), el
Decreto 4741 de 2005 por el cual se reglamenta parcialmente la prevencion y el manejo
de los residuos o desechos peligrosos generados en el marco de la gestion integral, la
Resolucion DAMA (Secretaria Distrital de Ambiente) 1188 del 2003, por la cual se adopt6
el Manual de Normas y Procedimientos para la Gestion de aceites usados en el Distrito
Capital y la Resolucion 0222 de 2011 por la cual se establecen requisitos para la gestion
ambiental integral de equipos y desechos que consisten, contienen o estdn contaminados

con bifenilos policlorados, por tal razén conforme a lo establecido en la normatividad
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ambiental vigente los aceites usados provenientes del sector eléctrico o actividad afin,
deberan contar con la documentacion necesaria suministrada por el generador o acopiador
primario que genere este tipo de residuo y que certifique los niveles contenidos de PCBs
analizados por un laboratorio debidamente acreditado.

3.2 Fotocatéalisis de PCBs

La fotocatdlisis heterogénea de moléculas como los PCBs depende de parametros como
la intensidad de la radiacibn UV, naturaleza y concentracion del catalizador,
concentraciones y pH inicial, etc., sin embargo, en la literatura es posible encontrar
reportadas condiciones experimentales empleadas para la degradacion por fotocatalisis
heterogénea de PCBs.

En el afio 1997 los autores Chao-Yin Kuo y Shang-Lien Lo realizaron tratamiento de 4-
Clorobifenilo con radiacién UV sobre diéxido de titanio empleando una concentracion inicial
de 4-Clorobifenilo de 0 a 500 microgramosl/litro, TiO, ( Degussa, P25), un tubo fluorescente
UV 500 W (Oriel 6285), pH menor a 2 y un tiempo de reaccién de 24 a 100 horas,
encontrando que la temperatura es un factor importante que controla la adsorciéon del 4-
Clorobifenilo, el AH de adsorcién el cual es >0 (usualmente) causa la adsorcién del 4-

Clorobifenilo al incrementar cuando incrementa la temperatura ¥,

En el afio 1998 los autores Chia-Swee Hong, Yongbing Wang y Brian Bush realizaron el
estudio de la cinética y de los productos de la degradacion fotocatalitica de 2-Clorobifenilo
en agua empleando una concentracion inicial de 2-Clorobifenilo de 1,4 x 102 mol/L,
Catalizador TiO; (P-25, concentracion de 1,25 mg/50mL, area superficial especifica de 50
m?/g), tubos de luz UV A — 340, pH entre 7,6 - 7,8 y un tiempo de reaccién de 16 horas,
encontrando que la degradacion fotocatalitica de 2- Clorobifenilo sobre la superficie del
TiO, es compleja y un mecanismo detallado no puede proporcionarse sobre las bases del
trabajo, ademas, la naturaleza de los intermediarios primarios sugiere que la via
fotocatalitica envuelve un ataque de radicales hidroxilo sobre la estructura aromatica

clorada 8],

En el afio 1999 los autores Yongbing Wang y Chia-Swee Hong realizaron el estudio del
efecto del peréxido de hidrogeno, peryodato y persulfato sobre la fotocatalisis de 2-

clorobifenilo en suspensiones acuosas de TiO, empleando soluciones patron de 2
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Clorobifenilo (Soluciones Stock Hong y Qiao), catalizador TiO- (P-25 polvo, no poroso. 80%
anatasa, didmetro promedio 0,02mm, concentracion 25 mg/l, area superficial especifica 50
m?/g), tubos de luz UV A — 340, pH de 6,8 y un tiempo de reaccién de 80 minutos,
encontrando que la adicion de oxidantes organicos como el H20, S;0s2y 104 no muestran

efecto significativo en la degradacion fotocatalitica de 2-clorobifenilo sobre TiO2 “7,

En el afio 2000 los autores Yongbing Wang y Chia-Swee Hong realizaron el estudio de la
foto mineralizacion de 2-clorobifenilo sobre TiO, empleando soluciones patrén de 2
Clorobifenilo (Soluciones Stock Hong y Qiao 1995), catalizador TiO, (P-25 polvo, no
poroso, concentracién 25 mgl/l, area superficial especifica 50 m?/g), tubos de luz UV A —
340, pH de 6,8 y un tiempo de reaccion de 300 minutos, encontrando que una alta presién
de O genera velocidades iniciales mas altas de transformacién de 2-clorobifenilo y
formacion de CO. y que el efecto de la presion parcial de oxigeno en el 2-clorobifenilo es

mas significativa que la transformacioén del mismo 8,

En el afio 2000 los autores Qingdong Huang y Chia-Swee Hong realizaron el estudio de la
degradacién fotocatalitica de PCBs sobre TiO; en sistemas agua-suelo conteniendo fluoro
surfactantes empleando catalizador TiO, ( Degussa, 30 nm, concentracién 500 mg/l, area
superficial especifica 50 m?/g), tubos de luz de irradiaciéon entre 285y 315 nm y un tiempo
de reaccién de 45 horas, encontrando que los PCBs en suelos pueden ser efectivamente

fotodegradados en una dispersion que contenga surfactante anionico fluorado y TiO, 149,

En el afio 2004 los autores Chao-Yin Kuo y Han-Yu Lin realizaron el estudio del efecto de
la adsorcién de biclorobifenilos acuosos sobre diéxido de titanio iluminado con UV,
empleando catalizador TiO, (Degussa, P25, principalmente anatasa, no porosa, area
superficial especifica 53 m?/g), Tubo UV fluorescente 500 W (Oriel 6285), pH de 3, 7y 11,
y un tiempo de reaccion de 10 horas, encontrando que a pH elevados, el 4,4 PCB fue
degradado por oxidacién directa de adsorcién y a pH mas bajo la degradacién se dio por

medio de la solucién B9,

En el aflo 2004 los autores K.H. Wong, S.Tao, R. Dawson, y P.K. Wong realizaron el
estudio de la optimizacion de la oxidacion fotocatalitica de 2,2",3,3" -tetraclorobifenilo,
empleando catalizador TiO, (Degussa, P25, 100 mg/l), lampara UV (15 W, 0,5 mW/cm?,
365 nm), pH 6ptimo de 5,5, y un tiempo de reaccién 6ptimo de 60 minutos, encontrando

gue la presencia de demasiado TiO2 o H2O; reduce la eficiencia del proceso, debido a la
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inhibicion de la produccion de radicales OHe. Los intermediarios identificados en este

estudio incluyen alquil benceno, alquil fenol y alquil benzaldehido B2,

En el afio 2006 los autores Y.J. Lin, Y.L. Chen, C.Y. Huang, M.F. Wu realizaron el estudio
de la fotocatalisis del 2,2°,3,4,4",5 - Hexaclorobifenilo y sus intermediarios usando varios
métodos de preparacion catalitica, empleando catalizador TiO, (Degussa, P25, area
superficial especifica 160 and 190 m?/g), Lampara de Xenén de 150 W, una lampara UV
de 254 nmde 35 W, y un tiempo de reaccién de 0 a 32 horas, encontrando que el sustrato
de soporte fortalecido por el HF y carbén con 5% TiO, demuestra el mejor resultado
fotocatalitico para el congénere 138 ®2,

De igual manera es posible encontrar reportadas en la literatura condiciones
experimentales para la cuantificacion de PCBs o subproductos de degradacion que siguen
pequefias modificaciones o los lineamientos descritos en las normas internacionales ASTM
y EPA, por lo general se trabaja con Helio como gas de arrastre con flujos cercanos a 1,4
ml/min, columna HP 5 MS (5% metil fenil silicona), con un programa de temperatura entre
50y 320°C Bl

3.3 Biotratamiento de PCBs

La Biodegradacion de PCBs depende de pardmetros experimentales como la naturaleza
del microorganismo, la temperatura, la cantidad de luz y sustratos iniciales, esta se lleva a
cabo principalmente por tres diferentes métodos: aerGbicamente como sustrato,
aerdbicamente por cometabolismo o0 anaerdbicamente por deshalogenacion reductiva
remplazando los a&tomos de cloro por hidrégenos. Asi mismo en este tipo de tratamiento la
degradacién secuencial anaerdbica-aerdbica es especialmente importante para los PCBs,
ya que los congéneres con mayor niumero de cloros se transforman en condiciones
anaerobicas en procesos de deshalogenacion reductiva y los productos de decloracion,

congéneres de menor nimero de cloros, se degradan en condiciones aerdébicas 2729,

Dado que la investigacion sobre la biodegradacion y biorremediacion de PCBs se ha
adelantado consideradamente en los Ultimos afios, en la literatura es posible encontrar
reportados algunos de los principales aportes para la degradacion por Biotratamiento de
PCBs.
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En el afio 1992 los autores William W. Mohn y James M. Tiedje realizaron el estudio de la
deshalogenacion reductiva microbiana de algunos compuestos organoclorados como los
PCBs encontrando que la deshalogenacion reductiva esta involucrada en la degradacion
biolégica de una gran variedad de compuestos, incluyendo compuestos aromaticos, los
cuales generalmente resultan toxicos y no presentan mecanismos claros de
biodegradacion. Esta degradacion reductiva es mas propensa a ocurrir en colonias
anaerdébicas no definidas y por métodos sinérgicos, sin embargo algunos microorganismos
como la bacteria Desulfomonile tiedjei pueden obtener energia de la decloracion reductiva,
en este aspecto la degradacion de algunos compuestos halogenados por parte de
microorganismos aerobicos suele ocurrir en moléculas que no son susceptibles
inicialmente a la degradacion oxidativa, adicionalmente, esta deshalogenacion reductiva
puede ser catalizada por un nuimero de entidades de coordinacibn de metales de
transicion, los cuales pueden o no estar presentes como indicadores de actividad catalitica
en la bacteria .

En el afio 1996 los autores Minoru Shimura,Takao Koana, Masao Fukuda, y Kazuhide
Kimbara realizaron el estudio de la degradacién completa de bifenilos policlorados por una
combinacién de radiacién ultravioleta y tratamiento biolégico encontrando que para
congéneres PCBs la combinacién de radiacion ultravioleta ,en ausencia de catalizadores
como TiO,, seguida de tratamiento microbiano con Pseudomonas alcaligenes incubadas a
30°C con agitacion reciproca (100rpm), con tiempos de residencia entre 60 min 'y 23 horas,

resulta en una eficiente y completa degradacion de PCBs B,

En el afio 1997 los autores Michael Seeger, Kenneth N. Timmis, y Bernd Hofer realizaron
el estudio de las diferentes rutas de degradacién de los bifenilos policlorados encontrando
gue al aislar el locus bph involucrado en la degradaciéon de PCBs por Pseudomonas Sp,
se encuentra una clara capacidad oxidativa de estos microorganismos, dado que este
locus codifica para algunos poli péptidos y enzimas responsables de ciertos pasos
catabdlicos en el ciclo de Krebs. El andlisis muestra que muchos congéneres orto
sustituidos son atacados por bifenil-2,3 dioxigenasa generando los correspondientes
dihidroxibenzoatos por deshalogenacién, en estos casos se obtiene que la mayoria de los
bifenilos mono y diclorados se convierten en clorobenzoatos, sin embargo, los PCBs con
mayores grados de cloracion son degradados incompletamente bajo estas mismas

circunstancias ¥4,
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En el afio 1997 el autor William A. Williams realizo el estudio de la estimulacion y el
aumento de nutrientes de dos microbios con actividad para la decloraciéon reductiva de
bifenilos policlorados encontrando que al estimular dos diferentes microorganismos con la
adicion de 2,4,6, triclorobifenilo como sustrato especifico parasustituido y de 2,3,6,
triclorobifenilo como sustrato metasustituido se encontraron mejores tazas de reduccién
para el sustrato parasustituido, sin embargo ambos procesos de decloracion se vieron
afectados por la adiciébn de vancomicina o nisina, lo que sugiere que la poblacion Gram
positiva es esencial para llevar a cabo la decloracién de PCBs 2,

En el afio 2000 el autor Kensuke Furukawa realizo la recopilaciéon de las bases bioquimicas
y genéticas para la degradaciéon de bifenilos policlorados, comentando que los PCBs son
degradados oxidativamente por bacterias aerdbicas y otros microorganismos fungi, que
los PCBs son también deshalogenados reductivamente por microbios anaerobios, que la
biodegradabilidad de los PCBs es altamente dependiente del niUmero y posicion del cloro
sustituido, que la capacidad de degradacién y deshalogenacion son dependientes y se
encuentran encadenadas, que algunas bacterias pueden metabolizar muchos congéneres
PCBs en clorobenzoatos por enzimas bifenilcatabolicas, que algunas enzimas
involucradas en la degradacién de PCBs han sido caracterizadas y purificadas (bifenil
dioxigenasa), que el cluster genético bph responsable por la degradacion de PCBs puede

ser clonado por una gran variedad de bacterias B4,

En el afio 2005 los autores F.L. Leaes, A.P. Daniel, G.B. Mello, V. Battisti, S. Bogusz Jr.,
T. Emanuelli, L.L.M. Fries, y |. Costabeber realizaron el estudio de la degradacién de
bifenilos policlorados por Staphylococcus xylosus en diferentes sustratos encontrando que
después de someter a este microorganismo durante 168 horas de incubacién en presencia
de los congéneres PCBs 10, 28, 52, 138, 153, y 180, estos no afectaron el crecimiento del
mismo en sustrato nutritivo (brain heart infusion, BHI) o en medio de sales minerales
(MSM), en comparacion con el control que no contenia PCBs, adicionalmente el
microorganismo degradé algunos de los congéneres evaluados, de este modo los

congéneres 138 y 153 fueron degradados en ambos sustratos BHI y en MSM 135,

En el afilo 2008 los autores Kensuke Furukawa, e Hidehiko Fujihara realizaron la
recopilacion de las caracteristicas bioquimicas y moleculares de la degradacion microbiana
de bifenilos policlorados comentando que las bacterias aerébicas comunmente estudiadas

dificilmente atacan bifenilos policlorados altamente sustituidos, sin embargo algunas
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bacterias anaerdbicas pueden realizar decloracion reductiva a PCBs altamente sustituidos
para generar unos menos sustituidos, asi la degradacion anaerdbica seguida de la
degradacién aerobica puede resultar una via viable para la biodegradacién natural de
PCBs. Por otra parte el desarrollo de algunas técnicas de manipulacion genética han
abierto camino al desarrollo de microorganismos como Cupriavidus necéator capaz de

desarrollarse en algunos bifenilos mono y diclorados, aroclor 1221 y aroclor 1232 1361,

A pesar de los adelantos desarrollados en materia de Biotratamiento con microorganismos
de PCBs todavia existen multiples barreras que han de superarse para lograr un
tratamiento eficaz que pueda disminuir las concentraciones de PCBs a niveles aceptables,
principalmente la baja eficiencia de la deshalogenacion anaerébica y aerdbica, sumado al
hecho que en estos procesos se degradan mayoritariamente PCBs sin sustitucion en

posicion orto, lo que resulta en la acumulacion de esta clase de congéneres.

Por otra parte una gran cantidad de miembros biologicos diferentes como las microalgas y
las cianobacterias son altamente adaptativas y pueden crecer autotroficamente,
heterotréficamente y mixotréficamente, y dado que esta clase de organismos pueden
proveer muchas ventajas competitivas sobre otras bacterias y hongos en la degradacién
de contaminantes organicos 8, en los Ultimos afios ha venido surgiendo una nueva
tendencia a emplear esta clase de microorganismos en procesos de Biotratamiento y
remediacion, por ejemplo, especies de algas como Selanastrum capricornutum han
demostrado efectividad degradando compuestos organicos de efectos nocivos para la
salud humana “%, sin embargo actualmente se encuentra disponible informacién limitada
sobre catabolismo algal de PCBs , se conoce que la bioconcentracion algal de PCBs
hidrofobicos depende de las propiedades fisicoquimicas de compuestos y la fisiologia y
densidad del alga y que variaciones en los lipidos totales en diferentes estados de
crecimiento, la membrana permeable en el alga, la hidrofobicidad y la estructura de los

PCBs afecta la bioacumulacion 9.






4.Materiales

4.1 Muestras

La muestra de aceite dieléctrico empleada en este proyecto proviene de un equipo en
desuso del sector eléctrico y fue obtenida gracias al apoyo de la empresa privada LITO
S.A.S., Esta muestra fue recogida y almacenada en contenedores adecuados para impedir
su contaminacion y deterioro en los laboratorios de la Universidad Nacional de Colombia

sede Bogota.

Las cepas de la especie Nostoc sp fue obtenida gracias al apoyo del Laboratorio de Cultivo

de Microalgas de la Universidad Jorge Tadeo Lozano.

4.2 Equipos

1. Equipo de agua desionizada NANOpure® Dlamond™ Analytical ultrapure water system
capaz de producir agua tipo |

2. Conductimetro Sartorius Professsional Meter PP-50 celda B112806006Conductivity
/ATC 4-bandk

3. Titulador Automatico Metrohm 904 Titrando 815 robotic Processor equipado con un
electrodo Metrohm 3.0430.100 Ag titrode

4. Cromatografo de gases Shimadzu GCMS-QP2010 columna HP-5 MS columna 5% en
Fenil metil silicona acoplado a un analizador espectrometro de masas de cuadrupolo

5. Cromatégrafo de gases HP 6890 dotado de un detector de captura de electrones ECD,
y una columna DB-5

6. Equipo de andlisis elemental LECO TRUMAC CNS y navecillas correspondientes

7. Equipo de absorcion atdmica Perkin EImer PinAAcle 900T equipado con un horno de
grafito y lAmpara HDL Perkin Elmer de Cr y ldmparas EDL Perkin EImer de Cd y Pb.

8. Equipo Total Organic Carbon Analyzer TOC-L Shimadzu

9. Espectrofotometro UV-VIS Ocean Optics USB2000+ y celdas correspondientes
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10. Electrodo combinado de pH de membrana de vidrio en bulbo Metrohm pH
6.0259.100 acoplado a un equipo pH metro Metrohm 780 y sonda de temperatura Metrohm
6.11110.100 Pt 1000/B/2

11. Balanza analitica Mettler AT261 DeltaRange FACT de 1x10°g de precision

12. Balanza analitica Sartorius CPA 124 de 1x10*“g de precisién

13. Reactor y chaqueta refrigerante de vidrio equipado con Tubo fluorescente UV
OSRAM power star HQI TS 150W/WDL, y plancha de agitacion magnética Fisher Versamix
14. Microscopio Axio Zeiss scope Al equipado con una camara de Neubauer 1/10mm
Boeco

15. Termo higrémetro DeltaTRAK. Reporte de temperatura con precision de 0,1°C

16. Vortex VWR digital Vortex Mixer

17. Plancha de agitacion magnética y calentamiento Thermo Scientific Cimarec

18. Autoclave Tutthauer® 2540 MK, Holanda.

4.3 Reactivos

Reactivo Calidad Marca
Agua destilada Tipo |

Acetona 90% de pureza Merck
Hexano RA >99% de pureza Merck
Ciclohexano RA Reactivo analitico Merck

anhidro granular, >

Sulfato de sodio 99% de pureza Merck

Acido sulfarico concentrado 37% JT Baker
0,

Polvo de cobre 200mesh, 99% Merck

minimo
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Reactivo Calidad Marca

Silica gel 100 a 200 mesh. Merck

(P-25 polvo, no
poroso. 80%
Di6xido de titanio anatasa, diametro
TiO> promedio 0,02mm,
area superficial
especifica 50 m?/qg)

Aeroxide P-25

Nonil Fenol Etoxilado
10moles

[(poli(oxi-
1,2etanedil),alfa-
(4nonilfenil)-omega
hidroxi ramificado]

Producto comercial |NR

Hidréxido de potasio |>98,0% de pureza |Merck

Dicromato de potasio | Reactivo analitico Merck

Cloruro de sodio Reactivo analitico Merck

4.4 Material de laboratorio

Picnémetro de vidrio Bingham 25ml

Matraces volumétricos de vidrio de 10, 100, 250 y 1000mL clase A.
Micropipetas volumétricas Brand de 0,2; 1y 5 mL

Pipetas volumétricas de vidrio de 10, 25, 100 y 200ml de clase A.

Matraces Erlenmeyer y vasos de precipitado de vidrio de 100 y 200ml

2 T o

Recipientes de vidrio &mbar de 50, 100 y 250 ml






5.Métodos y desarrollo experimental

5.1 Cromatografia de gases/Espectrometria de Masas
(GC/MS)

Este ensayo se llevd a cabo siguiendo las condiciones analiticas para determinar
congéneres de PCBs descritas por Wong B4, empleando como gas de arrastre helio a un
flujo de 1,4ml/min, una columna HP-5 MS columna 5% en fenil metil silicona siguiendo un
programa de temperatura que inicia manteniéndose en 50°C dos minutos, cambia a 160°C
a 10°C/min, incrementa a 190°C a 1 °C/min y aumenta hasta 270°C a 2°C/min, empleando
un detector de espectrometria de masas cuadrupolo a 280°C.

5.2 Determinacion de densidad

La densidad del aceite dieléctrico fue establecida usando un picnémetro de vidrio Bingham
de 25ml, empleando como referencia la densidad promedio del agua a una temperatura
de 20 °C conforme a los lineamientos de la norma ASTM D1217-15 “Standard Test Method
for Density and Relative Density (Specific Gravity) of Liquids by Bingham Pycnometer” 17,

5.3 Analisis de elementos pesados cromo, cadmio y
plomo

El contenido de cromo, cadmio y plomo fue establecido para una emulsion acuosa del
aceite dieléctrico con un contenido total de PCB’s de 1000mg/L, empleando como agente

tensoactivo nonil fenol etoxilado 10M en una concentracion de 40mg/L.

La cuantificacion se llevo a cabo por medio de la técnica de horno de grafito en el equipo
de absorcién atémica Perkin Elmer PinAAcle 900T hasta alcanzar una temperatura de

2300 °C (Tabla 5-1) empleando como material de calibracion soluciones estandar Perkin
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Elmer de los elementos cromo, cadmio y plomo, como gas de camara Argon grado AA, y
como matrices modificadoras soluciones de nitrato de magnesio y fosfato diacido de
amonio de 10000mg/L.

Tabla 5-1 Descripcion del programa de temperatura empleado en la técnica AA horno
de grafito.

Temperatura Tiempo para Tiempo Flujo in,terno
Paso (°C) incremento de espera (s) de Argoén en_el
temperatura (s) horno (ml/min)
1 110 1 30 250
2 130 15 30 250
3 1500 10 20 250
4 2300 0 5 0

5.4 Analisis elemental de carbono, nitrégeno y azufre
totales y analisis de carbono organico total

El porcentaje de carbono, nitrégeno y azufre total del aceite dieléctrico se determiné en el
equipo de andlisis elemental LECO TRUMAC CNS a una temperatura de 1350 °C
empleando como material de calibracién los estandares LECO N° 502-062; 502-308; 502-
309; 502-092; 502-654; 502-2009.

El contenido de carbono organico total presente en muestras acuosas fue determinado por
medio del equipo Total Organic Carbon Analyzer TOC-L Shimadzu empleando como
material de calibracion biftalato de potasio RA en concentraciones que abarcan el rango

desde 15 a 150mg/L de carbono como se indica en el anexo A Tabla 9-4.

5.5 Fotocatalisis heterogénea

La fotocatdlisis heterogénea se llevo a cabo en un reactor de vidrio equipado con chaqueta
refrigerante y un tubo fluorescente UV OSRAM power star HQI TS 150W/WDL (Figura 5-

1), empleando como catalizador diéxido de titanio TiO. (P-25 polvo, no poroso. 80%
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anatasa, diametro promedio 0,02mm, area superficial especifica 50 m?/g), como agente
tensoactivo el producto comercial nonil fenol etoxilado 10M en una concentracién de
40mg/L, tiempo de exposicion a la radiacion UV de 120min y agitacién constante de 6000

rpm.

Figura5-1  Montaje experimental (reactor de vidrio equipado con chaqueta refrigerante)

Para determinar las condiciones Optimas en las que se podria llevar a cabo la fotocatalisis
heterogénea se planteé un disefio experimental Box Behnken (Tabla 5-2; 5-3) teniendo
como variables concentracion inicial de PCBs, concentracion del catalizador, y pH inicial;
y como variables de respuesta la remocion del carbono orgéanico total, la remocién del
contenido total de PCBs, la concentracion de ion cloruro y la conductividad eléctrica.

Tabla 5-2 Descripcion de los niveles y disefio experimental de la fotocatalisis.

Nivel | Concentracién TiO2(mg/L) | pH Inicial | Concentracion PCBs (mg/L)
1 500 11,0 1000

0 25 7,0 550

-1 262,5 3,0 100
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Tabla 5-3 Descripcion de los niveles y disefio experimental de la fotocatalisis.

o i i
gtd Experimento EZ(;I?LS)] oH Inicial E'Ir;:g)/ﬂ)
1 100 3,00 262,5
2 1000 3,00 262,5
3 100 11,00 262,5
4 1000 11,00 262,5
5 100 7,00 25,0
6 1000 7,00 25,0
7 100 7,00 500,0
8 1000 7,00 500,0
9 550 3,00 25,0
10 550 11,00 25,0
11 550 3,00 500,0
12 550 11,00 500,0
13 550 7,00 262,5
14 550 7,00 262,5
15 550 7,00 262,5
16 550 7,00 262,5
17 550 7,00 262,5
18 1000 7,00 0

Para realizar los ajustes de pH 3,0 y 11,0 se emple6 acido sulfarico al 10% e hidréxido de
potasio al 10% mientras para realizar el ajuste de pH 7,0 se empleé acido sulftrico al 1%

e hidréxido de potasio al 1%.

5.6 Determinacién de cloruros, conductividad y pH

La determinacion del contenido de cloruros se llevé a cabo por medio de una titulacion
potenciométrica con nitrato de plata de concentracion determinada por una solucién patrén
de cloruro de sodio, en el equipo Titulador Automatico Metrohm 904 Titrando 815 robotic

Processor utilizando un electrodo de plata Metrohm 3.0430.100 Ag titrode.



Biotratamiento de aceites dieléctricos usados 47

La conductividad de las muestras fue determinada por triplicado en un equipo
Conductimetro Sartorius Professsional Meter PP-50 celda B112806006Conductivity /ATC
4-bandk, empleando como material de calibracién soluciones patrén de KCI de
conductividad determinada en concentraciones de 0,1; 0,01 y 0,001 molar.

El pH de las muestras fue determinado por triplicado por medio de un electrodo combinado
de pH de membrana de vidrio en bulbo Metrohm pH 6.0259.100 acoplado a un equipo pH
metro Metrohm 780 y sonda de temperatura Metrohm 6.11110.100 Pt 1000/B/2 empleando
como material de referencia soluciones amortiguadoras Metrohm de pH 4,0; 7,0 y 10,0.

5.7 Cuantificacion de PCBs

Los andlisis cuantitativos de PCBs se realizaron conforme a los lineamientos del método
8280a de la U.S EPA A estableciendo el contenido total de PCBs en extractos realizados
en ciclohexano con base en el Aroclor 1016 empleando un equipo cromatégrafo de gases
HP 6890 dotado de un detector de captura de electrones ECD, la columna empleada en el
andlisis fue DB-5 y la inyeccion se realizd en modo splitless (Viny = 1pL).

5.8 Biotratamiento con microalgas

5.8.1 Cultivo Nostoc sp

El stock del cultivo caracterizado como Nostoc sp se conservo en recipientes de vidrio de
250ml, previamente esterilizados en autoclave durante 45 min a una temperatura de 121
°C, el cultivo se llevo a cabo bajo condiciones anaerobias en un medio cultivo acuoso BG11
581 modificado sin fuente de carbono orgénico ni solucién de metales en trazas conforme a
la Tabla 5-4, estas cepas se mantuvieron bajo condiciones controladas de laboratorio con
agitacion diaria e iluminacion blanca artificial constante de 75W y 1300Im, manteniéndose

el cultivo hasta que alcanzo la fase exponencial.



48 Métodos y desarrollo experimental

Tabla 5-4 Descripcion del medio de cultivo BG11 modificado.

Concentracién
Componente final en el

medio (Molar)
NaNOs 1,76x107?
K:HPO,4.3H,0 1,75 x10*
MgSQ..7H,0 3,04 x10*
CaCl,.2H;0 2,45 x10*
Na,CO3 1,89 x10*
MgNaz(EDTA).H,O | 2,79 x10°

5.8.2 Exposicion del cultivo Nostoc sp al efluente fotocatalitico
contaminado con PCBs

Los ensayos se llevaron a cabo en recipientes de vidrio esterilizados, el tiempo de

exposicion fue de 7dias y se realizaron por duplicado en un intervalo de 15 dias, en cada

unidad experimental (recipientes) se inoculé una concentracién de Nostoc sp inicial de 2,0

x 10°cel/ml de medio de cultivo.

Las condiciones de los experimentos variaron conforme a un disefio experimental factorial
teniendo como variables fotoperiodo y concentracion de PCBs provenientes del efluente
fotocatalitico a condiciones optimas (Tabla 5-5: 5-6), para este fin, se considero la
concentracion de 0 mg/L de PCBs como el tratamiento control, determinandose
posteriormente como variables de crecimiento la densidad celular expresada como el
conteo en camara de Neubauer por extrapolacion de la absorbancia a 665nm, el cambio
en el contenido de carbono organico total del extracto, y el contenido de clorofila a
conforme a la formula de Strickland y Parsons para los correspondientes extractos en

acetona al 90% [,

Tabla 5-5 Descripcion de los niveles y disefio experimental del Biotratamiento.

Nivel | Concentracién PCBs (mg/L) | Fotoperiodo (horas luz/horas oscuridad)
-1 0 12/12

0 2,0 NA

1 5,0 24/24
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Tabla 5-6 Descripcion de los niveles y disefio experimental del Biotratamiento.

Experimento

Concentracion PCBs (mg/L)

Fotoperiodo
(horas luz/ horas oscuridad)

1 0 12/12
2 2,0 12/12
3 50 12/12
4 0 24/24
5 2,0 24/24
6 50 24/24







6.Resultados y discusion

6.1 Caracterizacion del aceite dieléctrico

6.1.1 Cromatografia de gases/Espectrometria de Masas (GC/MS)

Por medio de la metodologia descrita anteriormente se analizaron cualitativamente por
GC-MS los compuestos volétiles de la muestra de aceite dieléctrico, el cromatograma
obtenido se representa en la Figura 6-1.

Figura6-1  Cromatograma obtenido para la muestra de aceite dieléctrico empleando
como solvente hexano R.A en una dilucién 1 a 1000.
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En la Tabla 6-1 se recopila la informacion relativa al andlisis por cromatografia de gases,
teniendo en cuenta los factores de identificacion y realizando la comparacion con bases
de datos de espectrometria de masas es posible afirmar que en su mayoria los compuestos
volétiles presentes en la muestra de aceite dieléctrico son congéneres PCBs.

Tabla 6-1 informacién correspondiente al cromatograma obtenido para la muestra de
aceite dieléctrico empleando como solvente hexano R.A en una dilucién 1 a 1000.

NO Tiempo  de| o Factor de
. retencion Area (%) |Compuesto identificado . ... ..~ |Formula

Pico (min) identificacion

1 16,67 0,33 2-cloro-1,1'-bifenilo 86 C12HoClI

2 19,67 3,81 2,2'-dicloro-1,1'-bifenilo 86 C12HsCl,

3 21,28 0,48 2,6-dicloro-1,1'-bifenilo 80 C12HsCl>

4 21,95 1,16 2,6-dicloro-1,1'-bifenilo 77 C12HsCl;

5 22,45 11,29 2,3-dicloro-1,1'-bifenilo 91 C12HsCl,

7 25,64 16,45 tricloro-1,1'-bifenilo 91 C12H7Cl3

8 26,13 2,27 2,6-dicloro-1,1'-bifenilo 79 C12HsCl,

10 27,12 5,37 2,2' 5-tricloro-1,1'-bifenilo 84 C12H:Cls

11 29,16 1,06 2',3,4-tricloro-1,1'-bifenilo 80 C12H-Cls

12 30,12 24,02 3,4,4'-Tricloro-1,1'-bifenilo 94 C12H-Cls

13 30,88 7,58 2.,4,6-tricloro-1,1'-bifenilo 88 C12H7Cl3

14 31,67 2,48 2.,4,6-tricloro-1,1'-bifenilo 83 C12H:Cls

15 33,01 9,73 Nonanoato de metilo 90 Ci10H200>
2,2' 5,6-tetracloro-1,1'-

16 33,74 2,88 bifenilo 82 C12H6Cly
2,2'.4,5'-tetracloro-1,1'-

17 34,12 1,53 bifenilo 77 C12H6Cly
2,2',6,6'-tetracloro-1,1'-

18 34,33 0,94 bifenilo 73 C12HeCly
2,2'.4,5'-tetracloro-1,1'-

19 35,82 2,41 bifenilo 79 C12HeCl4

21 36,52 0,62 2,4,6-tricloro-1,1'-bifenilo 80 C12H7Cls
2,2'.6,6'-tetracloro-1,1'-

23 37,28 0,73 bifenilo 82 C12HeCl4

24 44,22 4,12 9-Hexadecenoato de metilo |85 C17H3202
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Por otra parte, al realizar el analisis de los correspondientes espectros de masas es posible
confirmar la presencia de picos correspondientes a iones caracteristicos del rompimiento
de compuestos como los PCBs, por ejemplo, para el caso del pico de ion molecular del
pico nimero 12 en el cromatograma se registra una relacion m/z cercana a 257, y es
posible estimar perdidas en masa correspondiente a la perdida sucesiva de atomos de
cloro, de este modo, para el pico de ion molecular —1Cl se tiene m/z de 222, para el pico
de ion molecular —2Cl se tiene m/z de 187, todo esto lleva a identificar este compuesto
como 3,4,4'-tricloro-1,1'-bifenilo (Figura 6-2).

Figura6-2  Espectro de masas correspondiente al pico nimero 12 en el cromatograma

Arriba espectro experimental, abajo espectro obtenido de la base de datos para el
compuesto 3,4,4'-tricloro-1,1'-bifenilo.
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6.1.2 Determinacion de densidad

La densidad del aceite dieléctrico se determind por duplicado empleando un picnémetro
Bingham de vidrio de 25ml, en un termostato que permitié realizar el control de temperatura
con una precisién de 0,01°C y empleando como referencia la densidad del agua a 20°C,
los resultados de la determinacion se resumen en la Tabla 6-2 obteniendo como resultado

promedio para el aceite dieléctrico una densidad de 1,020 g/ml.
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Tabla 6-2 Determinacion de la densidad del aceite dieléctrico.

Determinacion 1 2 Unidad
Temperatura (T °C) 20,00 20,00 °C
Presion Barométrica 566 566 mm Hg
Humedad relativa 0,56 0,56 Fraccion
Z;ecs'o” de vapor Agua a|,; 54501 |17,54591 | mm Hg
Densidad Aire 0,0008924 |0,0008924 | g/ml
Ma§a del picnémetro vidrio 17,7112 17,7112 g

vacio

Masa del picnédmetro vidrio
conteniendo la muestra de|43,2112 43,2110 g
aceite dieléctrico

Masa del picnédmetro vidrio
conteniendo agua

Densidad del agua a 20°C |0,998207 |0,998207 |g/ml
Densidad del material peso

42,6663 42,6663 g

de la balanza 7,75 7,75 g/ml
Densidad Aceite[; (o0 1020 ol
dieléctrico

6.1.3 Analisis de elementos pesados cromo, cadmio y plomo

El contenido de cromo, cadmio y plomo fue establecido a través de interpolacién en curvas
de calibracion con estandares de baja, media y alta concentracion, empleando como
material de calibracion soluciones estandar Perkin Elmer de los elementos mencionados
(Anexo A: Tabla 9-1), como gas de camara Argon grado AA, y como matrices
modificadoras soluciones estandar Perkin Elmer de nitrato de magnesio y fosfato diacido
de amonio de 10000mg/L (Anexo A: Figura 9-1).

El contenido de cadmio para la emulsion del aceite en mencion arrojo un resultado de 0,7

Hg/L, mientras el contenido de cromo establecido fue de 2,3 pg/L y el de plomo 5,0 pg/L,
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de este modo el contenido total de metales pesados en la muestra de aceite se muestra
en la Tabla 6.-3.

Tabla 6-3 Contenido de metales pesados en la muestra de aceite dieléctrico.

Concentracion Concentracion Concentracioén
cadmio (mg/L) cromo (mg/L) plomo (mg/L)
Muestra de aceite
dieléctrico 0.5 1.5 3.2

Valores que se encuentran por debajo del limite establecido en la normatividad ambiental
vigente (19,

6.1.4 Analisis elemental carbono, nitrégeno y azufre

El porcentaje de carbono, nitrégeno y azufre total del aceite dieléctrico se determiné en el
equipo de analisis elemental LECO TRUMAC CNS a una temperatura de 1350 °C
empleando como material de calibracion los estandares LECO referidos en el anexo A
Tabla 9-2.

Los estandares empleados se analizaron comprendiendo el rango de carbono que abarca
desde 2,02% hasta 72,53%, el rango de nitrégeno que abarca desde 0,18% hasta 20,13y
en el rango de azufre que abarca desde 0,03% hasta 11,5% obteniendo de esta forma las

correspondientes curvas de calibracién que se muestran en el anexo A Tabla 9-3.

Debido a que la muestra de aceite dieléctrico se encontraba en estado liquido para realizar
el analisis se hizo necesario utilizar el soporte para liquidos LECO Comaid, los resultados
obtenidos para la muestra de aceite dieléctrico se realizaron por triplicado y se muestran
en la Tabla 6-4.

Tabla 6-4 Resultados experimentales para la determinacion de CNS en la muestra de
aceite dieléctrico.

Muestra %C %N %S
Acei 57,478 0,283 0,293
ceite 55,118 0,196 0,230
dieléctrico
53,558 0,200 0,201
Promedio 55,38 0,23 0,24
Desvest 1,97 0,05 0,05
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6.2 Tratamiento fotocatalitico

6.2.1 Remocién del carbono organico total

Los resultados de remocion del carbono orgéanico total del disefio experimental Box
Behnken propuesto (Tabla 5-3) se resumen en la Tabla 6-5, en la cual se calcula el
porcentaje de remocidn de carbono organico total (%remocion COT), como se indica en
(6-1).

COTinicial_COTfinal

% Remocion COT = coT
inicial

(6-1)

Tabla 6-5 Resultados experimentales de remocién de COT obtenidos para el
tratamiento fotocatalitico.

N° -
Experimento (?OR.?mOC'on
Std

1 9,32
2 91,49
3 6,53
4 82,39
5 12,08
6 91,34
7 8,09
8 90,71
9 84,25
10 63,27
11 85,90
12 57,09
13 91,48
14 84,78
15 83,84
16 82,27
17 82,92
18 NA
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Los datos obtenidos de remocidon de carbono organico total se analizaron a través de un
ANOVA (Anexo B Remocién COT), y se ajustd una superficie de respuesta en funcién de
las variables experimentales propuestas, obteniendo de este modo la variabilidad de la
remocion del carbono organico total en funcion de variables separadas para cada uno de
los efectos estudiados, de tal manera, para un ajuste de tipo cuadrético existen al menos
cuatro pardmetros que tienen una influencia significativa diferente de cero sobre el
comportamiento del ajuste, dado tienen un valor-P menor que 0,05 con un nivel de
confianza del 95%, todos ellos relacionados con la influencia del pH y la concentracion
inicial de PCBs en el medio de reaccién (Tabla 6-6).

Tabla 6-6 Descripcion de los coeficientes de regresion obtenidos por medio de un
ajuste de tipo cuadratico para la remocién del porcentaje de carbono organico total
(%0Remocién COT).

Coeficiente
Variable |de Valor-P

regresion
A: [PCBs] [39,99 <0,0001
B: pH 7,71 0,0072
C: [TiOg] |-1,14 0,5951
AB -1,58 0,6038
AC 0,84 0,7806
BC -1,96 0,5224
A? -29,85 <0,0001
B -7,78 0,0287
c -4,65 0,1444
Constante 85,06 |------—--

El valor de R? obtenido para la superficie de respuesta de 0,9868 indica que el ajuste de
regresion cuadratico, se ajusta a la variacion de la remocién del carbono organico total,
mientras el estadistico R? ajustado, que es el mas adecuado para comparar los ajustes
con diferente nUmero de variables independientes fue de 0,9697, al usar los coeficientes
de regresion obtenidos a través del ajuste se puede construir la ecuacion del modelo
ajustado que representa de forma significativa los datos obtenidos tal como se observo a
través del andlisis del ANOVA (Anexo B Remocién COT).

Al realizar el andlisis de los datos a través del ajuste cuadratico para la remocion de

carbono organico total se encuentra que se alcanzan remociones cercanas al 90% en el
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méaximo de los rangos, partiendo de esta base, por medio del software Design Expert 10
se realizd la optimizacion de la ecuacién del ajuste matematico para encontrar las
condiciones de pH, concentracion de PCBs y concentracién de dioxido de titanio en la
cuales se logra una 6ptima remocién de carbono organico total encontrando 15 posibles
soluciones que oscilan entre pH 5.67 y 5.52, concentracion de diéxido de titanio entre 254
y 286 mg/L y contenido total de PCBs entre 786 y 792 mg/L, estos resultados corresponden
al méximo de la superficie de respuesta del disefio experimental (Figura 6-3).

Figura 6-3  Superficie de respuesta obtenida por medio de un ajuste de tipo cuadratico
para la remocion del porcentaje de carbono organico total (Y%oRemocion COT).
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Como solucion del 6ptimo de esta superficie de respuesta se tomo el valor sugerido por el
software Design Expert 10 que corresponde a un pH de 5,6, una concentracion de dioxido

de titanio de 262 mg/L y una concentracion de PCBs de 790 mg/L.
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Partiendo de estos valores como condiciones de referencia se realiz6 el correspondiente
experimento fotocatalitico con el objetivo de determinar el porcentaje de remocion de
carbono organico total y su comportamiento en funcion del tiempo, los resultados obtenidos
se muestran en la Figura 6-4.

Figura 6-4  Comportamiento de la remocién de carbono orgéanico total en funcién del
tiempo a condiciones Optimas.
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Los resultados muestran una remociéon acelerada en la primera hora de reaccién hasta
alcanzar valores cercanos al 70% en donde la velocidad de remocién disminuye hasta
alcanzar remociones cercanas al 80% en un tiempo de reaccion de cuatro horas,
adicionalmente, también es posible observar que para el tiempo planteado de 120min se
alcanza un nivel de remocién de alrededor de 70%, indicando que el ajuste es una

representacion aceptable del proceso.

El comportamiento de las remociones obtenidas indica que la variacion de la remocién del
carbono organico total se puede ajustar a una cinética de tercer orden, sin embargo la
dispersiéon de datos por arriba y abajo del ajuste sugiere que la cinética de esta reaccién

es mucho mas compleja y puede involucrar diferentes etapas y pasos de reaccion.
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6.2.2 Determinacién de cloruros, conductividad y pH

La determinaciéon del contenido de cloruros se llevé a cabo por medio de titulacion
potenciométrica con nitrato de plata (Anexo A Figura 9-2), la concentracién del nitrato de
plata empleado como agente titulante fue determinada valorando por triplicado una
alicuota de 5.0mL de solucion patrén de cloruro de sodio de concentracién 0,01mol/L
(Anexo A tabla 9-5), de este modo se establecid que la concentracion promedio del agente
titulante AgNO3 a emplear en la titulacién fue 4,89 mMolar.

Los resultados de las diferentes titulaciones potenciométricas de las muestras propuestas
en el disefio experimental de la fotocatdlisis (Tabla 5-3) se expresan como concentracién
de ion cloruro y se reportan junto al promedio de los triplicados realizados para establecer
conductividad y el pH final correspondiente en la Tabla 6-7, empleando como material de
calibracion soluciones patrén de KCI de conductividad determinada en concentraciones de
0,1; 0,01 y 0,001 molar, y soluciones amortiguadoras Metrohm de pH 4,0; 7,0y 10,0.

Tabla 6-7 Resultados experimentales de cloruros, conductividad y pH obtenidos para
el tratamiento fotocatalitico.

N° Cloruros Conductividad

Experimento (mg/L) Promedio pH Final

Std 9 (uS/cm)

1 3,38 381,5 3,12

2 4,96 367,0 3,11

3 20,42 169,3 8,51

4 4,54 168,0 9,14
No

S detectado 16,1 6.79
No

6 detectado 8,0 544

7 3,07 37,3 4,39

8 2,31 28,1 4,38

9 3,18 409,2 3,09
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Ne° Cloruros Conductividad
Experimento (mg/L) Promedio pH Final
Std 9 (uS/cm)
No
10 detectado 181,0 9,13
11 3,55 390,8 3,11
No
12 detectado 174,0 818
No
13 detectado 35.2 4,44
14 4,35 39,4 4,40
15 2,19 40,1 4,35
16 2,41 38,2 4,36
17 1,91 37,7 4,39
No
18 detectado 11,2 6,10
. No
18 duplicado detectado NA NA

Adicionalmente se realizo la determinacion de cloruros para el agente tensoactivo
comercial nonil fenol etoxilado 10M (dil 1 a 2) obteniendo un resultado nulo en la deteccién,
de esta forma es posible inferir que bajo las condiciones experimentales mencionadas la
generacion de cloruros muy probablemente se debe a la degradacién fotocatalitica de los

PCBs presentes en la muestra de aceite dieléctrico.

Los datos obtenidos de cloruros se analizaron a través de un ANOVA (Anexo B Cloruros),
y se ajusté una superficie de respuesta en funcion de las variables experimentales
propuestas, obteniendo de este modo la variabilidad de la concentraciéon de cloruro en
funcién de variables separadas para cada uno de los efectos estudiados, de tal manera,
para un ajuste de tipo cuadratico combinado existen al menos seis parametros que tienen
una influencia significativa diferente de cero sobre el comportamiento del ajuste, dado

tienen un valor-P menor que 0,05 con un nivel de confianza del 95% (Tabla 6-8).
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Tabla 6-8 Descripcion de los coeficientes de regresion para un ajuste de tipo
cuadratico para la concentracion de cloruros.

Coeficiente
Variable |de Valor-P

regresion
A: [PCBs] |-0,19 0.8178
B: pH -1,68 0,0951
C: [TiO2] |0,093 0,9104
AB -4,36 0,0049
AC -0,19 0,8178
BC -0,093 0,9104
A2 2,91 0,0182
B? 3,24 0,0126
c? -3,73 0,0078
A’B 5,84 0,0059
A*C 1,25 0,3159
B?A -3,38 0,0365
Constante |2,17 = |-------

El valor de R? obtenido de 0,9732 indica que el ajuste de regresion cuadratico combinado,

se ajusta a la variacién en la concentracion de cloruros, mientras el estadistico R? ajustado,

gue es el mas adecuado para comparar los ajustes con diferente nimero de variables

independientes fue de 0,8929, al usar los coeficientes de regresion obtenidos a través del

ajuste se puede construir la ecuacion del modelo ajustado que representa de forma

significativa los datos obtenidos tal como se observé a través del andlisis del ANOVA.

Al realizar el andlisis de los datos a través del ajuste cuadratico combinado para la

concentracion de cloruro se encuentra que esta concentracion se hace maxima a pH

bésico y concentracion de PCBs totales debajo de 500mg/L, partiendo de esta base, por

medio del software Design Expert 10 se realizd la superficie de respuesta del disefio

experimental (Figura 6-6).
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Figura 6-5  Superficie de respuesta obtenida para un ajuste de tipo cuadrético para la

concentracion de cloruros ( [Cl-] ).
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6.2.3 Cuantificacién y remocion de PCBs

3

Los andlisis cuantitativos de PCBs se realizaron conforme a los lineamientos del método

8280a de la U.S EPAMY teniendo en cuenta lo anterior y debido a que los tiempos de

retencién de los cromatogramas obtenidos (Anexo B cuantificacion de PCBs) se

encuentran entre 10,4 y 25,8 minutos, fue posible asociar la muestra de aceite objeto de

investigacion con el aroclor 1016 que cuenta con tiempos de retencion similares, de esta

forma se realizo una curva de calibracién de baja concentracién que abarca el rango desde

1 a 25mg/L de Aroclor 1016 y una curva de calibracién de alta concentracion que abarca

el rango desde 50 a 300mg/L de Aroclor 1016 como se indica en el Anexo A Tabla 9-6.

Asi, de esta manera y teniendo en cuenta la apropiada dilucion fue posible establecer el

contenido de PCBs en el aceite dieléctrico como 657050 mg/L (65,7%), valor que excede

el limite establecido en la normatividad ambiental vigente de 50mg/L 17,
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Los resultados del disefio experimental propuesto (Tabla 5-3) se resumen en la tabla 6-9
en la cual se calcula el porcentaje de remociéon de PCBs (%remocién PCBs), como se
indica en (6-2).

.. , PCB’Siniciai—PCB’S final
% Remocion PCB’s = inicia fina

(6-2)

PCBSinicial

Tabla 6-9 Resultados experimentales de remocién de PCBs (Aroclor 1016) obtenidos
para el tratamiento fotocatalitico para la remocion de PCBs (%Remocién PCBs).

Ne %Remocion
Experimento | PCBs
Std experimental
1 75,76
71,06
3 53,03
4 92,42
5 77,65
6 98,01
7 97,73
8 98,56
9 86,02
10 88,57
11 94,01
12 89,33
15 82,99
18 NA

Los datos obtenidos de remocién de PCBs se analizaron a través de un ANOVA (Anexo B
Remocién PCBs), y se ajusté una superficie de respuesta en funciéon de las variables
experimentales propuestas, obteniendo de este modo la variabilidad de la remocion de la
concentracion de PCBs en funcion de variables separadas para cada uno de los efectos
estudiados, de tal manera, para un ajuste de tipo cuadratico existen al menos ocho
parametros que tienen una influencia significativa diferente de cero sobre el
comportamiento del ajuste, dado tienen un valor-P menor que 0,05 con un nivel de
confianza del 95% (Tabla 6-10).
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Tabla 6-10 Descripcion de los coeficientes de regresion obtenidos por medio de un
ajuste de tipo cuadratico para la remocion de PCBs (%oRemocion PCBs).

Coeficiente
Variable |de Valor-P

regresion
A: [PCBs] 8,57 0,0003
B: pH -0,44 0,0701
C: [TiO,] 2,09 0,0051
AB 11,02 0,0002
AC -8,05 0,0009
BC -1,81 0,009
A? 1,62 0,0221
B? -8,30|  0,0009
c? 14,79 0,0003
Constante 82,99 | -

El valor de R? obtenido de 0,9999 indica que el ajuste de regresion cuadratico, se ajusta a
la variacién de la remocion de PCBs, mientras el estadistico R? ajustado, que es el mas
adecuado para comparar los ajustes con diferente nimero de variables independientes fue
de 0,9993, al usar los coeficientes de regresion obtenidos a través del ajuste se puede
construir la ecuacion del modelo ajustado que representa de forma significativa los datos

obtenidos tal como se observé a través del analisis del ANOVA (Anexo B Remocion PCBs).

Al realizar el analisis de los datos a través del ajuste cuadratico para la remocién de PCBs
se encuentra que se logran remociones superiores al 90% en el maximo de la superficie,
partiendo de esta base, por medio del software Design Expert 10 se realizé la optimizacion
de la ecuacion del ajuste matematico para encontrar las condiciones de pH, concentracién
de PCBs y concentracion de dioxido de titanio en la cuales se logra una éptima remocién
de PCBs, encontrando 5 posibles soluciones que oscilan entre pH 6,09 y 7,58,
concentracion de didxido de titanio entre 112 y 262 mg/L y contenido total de PCBs entre
550 y 826 mg/L, estos resultados corresponden al méximo de la superficie de respuesta

del disefio experimental (Figura 6-7).

Figura 6-6  Superficie de respuesta obtenida por medio de un ajuste de tipo cuadratico
para la remocion PCBs (%Remocion PCBs).
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Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
%Remocion PCB’s (%RPCB’s)
® Design points above predicted value
® .

98,5606

53,0303 100
X1=A:[PCB’s]
X2 =B: pH

Actual Factor
C: [Ti0O2]=262,5

%Remocion PCB’s (%RPCB’s)

A: [PCB’s] (mg/L)

Como solucién del éptimo de esta superficie de respuesta se tomé el valor sugerido por el
software Design Expert 10 que corresponde a un pH de 6,10, una concentraciéon de dioxido
de titanio de 113 mg/L y una concentracién de PCBs de 765 mg/L.

Partiendo de estos valores como condiciones de referencia se realiz6 el correspondiente
experimento fotocatalitico con el objetivo de determinar el porcentaje de remocion de PCBs

y su comportamiento en funcién del tiempo, los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 6-8.

Los resultados muestran una remocion acelerada en la primera hora de reaccion hasta
alcanzar valores cercanos al 70% en donde la velocidad de remocién disminuye hasta
alcanzar remociones cercanas al 90% en un tiempo de reaccién de 90min, adicionalmente,
también es posible observar que para el tiempo planteado de 120min se alcanza un nivel
de remocion de alrededor de 98%, indicando que el ajuste realizado es una representacion
fiable del proceso.
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Figura 6-7  Comportamiento de la remocién de PCBs en funcion del tiempo a
condiciones 6ptimas.
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Al igual que para el caso de la remocion del carbono orgénico total, el comportamiento de
las remociones obtenidas indica que la variacion de la remocion de PCBs se puede ajustar
a una cinética de tercer orden, sin embargo, de manera similar a como lo sugieren los
datos obtenidos para la remocion del COT, este ajuste muy probablemente sugiere que la
cinética de esta reaccion es mucho mas compleja y puede involucrar diferentes etapas y

pasos de reaccion.
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6.3 Biotratamiento

Para determinar la densidad celular de la especie Nostoc sp en los medios de cultivo
expuestos al efluente fotocatalitico (Tabla 5-6), se empleo la relacién existente entre la
absorbancia a 665nm y el conteo celular en camara de Neubauer (Anexo A: Figura 9-3),
de este modo se establecié que transcurrido el tiempo de exposicion de siete dias la

especie Nostoc sp contaba con las densidades celulares reportadas en la Tabla 6-11.

Tabla 6-11  Resultados experimentales de densidad celular obtenidos para los cultivos
sometidos al biotratamiento.

3 Fotoperiodo Densidad
, Concentracion | (horas luz/
Experimento PCBs (mg/L) |horas cel,ular
oscuridad) (Células/mL)
1 0 12/12 1,25x10°
2 2,0 12/12 3,09 x10°
3 50 12/12 No detectado
4 0 24/24 5,12 x10°
5 2,0 24/24 4,02 x10*
6 5,0 24/24 1,32 x10*

Por otra parte, los resultados del contenido de carbono organico y contenido de clorofila a
de los medios de cultivo (Figura 6- 8) se resumen en la Tabla 6-12, en la cual se calcula
el contenido de clorofila a extraida en acetona 90% de acuerdo a la absorbancia del

extracto a 665, 645 y 630nm (Figura 6-9) como se indica en 6-3 9,

Clorofila a (%) = (11,6 A665nm) — (1,31 A 645nm) — (0,14 A 630nm)) (6-3)
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Figura6-8  Medios de cultivo para la especie Nostoc sp expuestos al efluente
fotocatalitico contaminado con PCBs.

a) Medio de cultivo control b) Medios de -cultivo centrifugados,
(experimento 1) experimento 1 (izquierda),
experimento 2 (centro), experimento

3 (derecha

Figura 6-9  Espectro de absorcion visible del medio de cultivo control (experimentol).
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Tabla 6-12  Resultados experimentales del contenido carbono organico total y de
clorofila a obtenidos para el biotratamiento.

Contenido de |Carbono

Experimento |clorofilaa Organico total
(ug/L) (mg/L)

1 5,88 174,0

2 1,49 219,9

3 0,02 187,7

4 2,27 161,4

5 0,28 223,6

6 0,16 211,9

Los resultados obtenidos evidencian que el contenido de clorofila a en el medio de control
para el fotoperiodo 12/12 (experimento 1) supera en mas de dos veces el contenido de
clorofila a obtenido en el medio de control para el fotoperiodo 24/24 (experimento 4),
sugiriendo que el fotoperiodo ideal para el crecimiento de la especie es 12 horas de luz
seguidas de 12 horas de oscuridad, adicionalmente, para los cultivos control (experimentos
1y 4) la densidad celular y el contenido de clorofila a es notablemente mayor que para los
cultivos sometidos a la exposicion del efluente fotocatalitico, de este modo, es posible
concluir que la concentracién de PCBs inhibe progresivamente el crecimiento de la especie
Nostoc sp, siendo observado el menor crecimiento celular en el medio con mayor

concentracion de PCBs.

El porcentaje de inhibicién de crecimiento celular se calculo con base en el contenido de
clorofila a como se indica en (6-4), obteniendo de este modo los porcentajes de inhibicién

reportados en la Tabla 6-13.

Ay Clorofilaa i —[Clorofilaa i .
%InhlblClOTl — [ f lcuitivo controt—I f ] cuitivo PCB’s (6_4)

[Clorofila alcuitivo control
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Tabla 6-13  Porcentajes de inhibicién de crecimiento para los cultivos de Nostoc sp
expuestos al efluente fotocatalitico.

Porcentaje de
inhibicion de
crecimiento de
Nostoc sp

74,7
99,6
87,6
92,7

Experimento

O[O WIN

Estos resultados confirman que la concentracién de PCBs y sustancias provenientes del
efluente fotocatalitico inhiben el crecimiento de Nostoc sp durante exposiciones agudas,
reflejando una disminucién considerable en la densidad celular y el contenido de clorofila
a

Para establecer los resultados de remocion del disefio experimental propuesto (Tabla 5-
6), estos se resumen en la tabla 6-14 en la cual se calcula el porcentaje de remocion de
PCBs (%remocion PCBs), como se indica en (6-2).

Tabla 6-14  Resultados experimentales de remocion de PCBs (Aroclor 1016) obtenidos
para la etapa de biotratamiento (%oRemocion PCBs).

Experimento | Porcentaje de remocion de PCBs
NA

43,8

54,0

NA

31,3

41,5

OB IWIN|F-

De este modo, por medio del disefio experimental planteado para el biotratamiento, se
estableci6 que para una concentracion inicial de PCBs provenientes del efluente
fotocatalitico de 5,0mg/L bajo el fotoperiodo 12/12 es posible alcanzar una remocion de
PCBs de 54,0%, basado en el anterior hecho y teniendo en cuenta la realizacion de una
degradacién secuencial entre la etapa fotocatalitica y la etapa del biotratamiento es posible

alcanzar una remocién de PCBs de 99,6%
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7.Conclusiones y recomendaciones
7.1 Conclusiones

El contenido de PCBs totales de la muestra de aceite dieléctrico expresado como el
contenido de Aroclor 1016 fue cuantificado conforme a los lineamientos del método 8280a
de la U.S EPA 19 estableciendo una concentracion de 657050 mg/L, valor que excede
ampliamente el limite de 50mg/L establecido para este tipo de aceites en la normatividad
ambiental 9, adicionalmente, al analizar cualitativamente por GC-MS los compuestos
volétiles de la muestra de aceite dieléctrico se obtuvo como resultado la identificacion de
varios congéneres de PCBs entre los que se destaca la presencia del compuesto 3,4,4'-

tricloro-1,1'-bifenilo.

Al realizar la determinacién del contenido de metales pesados cadmio, cromo y plomo en
la muestra de aceite dieléctrico se establecié una concentracion de 0,5mg/L de Cd,
1,5mg/L de Cr y 3,2mg/L de Pb, valores que se consideran aceptables dado que se
encuentran por debajo de los limites establecidos en la normatividad ambiental vigente de
2mg/L de Cd, 10mg/L de Cry 100mg/L Pb 9 igualmente, al realizar la determinacion del
contenido de carbono, nitrégeno y azufre totales en la muestra de aceite dieléctrico se
establecioé una concentracion de 55,38% de C, 0,23% de N y 0,24% de S, estos valores
son consistentes con los resultados obtenidos para la composicién del aceite y en el caso
del azufre este valor se encuentra por debajo del limite establecido en la normatividad para

este tipo de sustancias de 1,7% de S 119,

Después de llevar a cabo el tratamiento fotocatalitico de la muestra de aceite dieléctrico
en emulsiébn acuosa fue posible obtener remociones de PCBs cercanas al 98%,
adicionalmente, se determinaron las condiciones Optimas para el disefio experimental
planteado, estimando como condiciones experimentales adecuadas un pH de 6,10, una
concentracion de diéxido de titanio de 113 mg/L y una concentraciéon de PCBs de 765

mg/L.
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Al realizar la variacion del fotoperiodo como variable para el crecimiento de la especie
Nostoc sp en un medio de cultivo BG11 modificado sin fuente de carbono organico ni
soluciébn de metales en trazas, fue posible establecer que se presentaron mayores
indicadores de crecimiento celular al emplear 12 horas de luz seguidas de 12 horas de
oscuridad, adicionalmente, al someter el cultivo de la especie Nostoc sp a la exposicion
del efluente fotocatalitico a condiciones optimas, se determino que la concentracion de
PCBs inhibe progresivamente el crecimiento de la especie, siendo observado de este modo
el menor crecimiento celular en el medio con mayor concentracién de PCBs, esto debido
posiblemente a que la presencia de este tipo de sustancias genera un efecto tdxico en
Nostoc sp durante exposiciones agudas con significativas alteraciones en la densidad
celular y las tasas de crecimiento (clorofila a).

Por medio del disefio experimental planteado para el biotratamiento, se establecié que
para una concentracion inicial de PCBs provenientes del efluente fotocatalitico de 5,0mg/L

bajo el fotoperiodo 12/12 es posible alcanzar una remocién de PCBs de 54,0%

Después de realizar conjuntamente el tratamiento fotocatalitico y la etapa de
biotransformacién empleando el microrganismo Nostoc sp fue posible alcanzar una
remocion de PCBs de 99,6%
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7.2 Recomendaciones

A continuacion se proponen una serie de recomendaciones derivadas de los resultados

obtenidos en la presente investigacion para la realizacion de trabajos futuros relacionados

con fotocatalisis heterogénea y biotratamiento de matrices contaminadas con PCBs:

Completar el estudio con diferentes tensoactivos y disolventes de diferentes
naturaleza quimica y polaridad, con el proposito de evaluar su efecto sobre la
remocion de PCBs, asi como realizar un estudio detallando las condiciones de
micelizacién con el propdsito de encontrar aquellas mas favorables para la
degradacién sobre TiO, (determinacién de la concentracién micelar critica (cmc),
temperatura micelar critica (tmc) y fases micelares posibles, en funcion de la
composicion del medio).

Realizar estudios basados en el empleo de 6xidos como fotocatalizadores (ZnO,
CeOg, ZrOz, SN0z, Sh,04, CdS, ZnS), o por una matriz de TiO, que cuente con otros
elementos incorporados en su red como dopantes, con el propésito de evaluar su
efecto sobre sus propiedades mesoscopicas y fotocataliticas.

Analizar la influencia de otras variables de reaccion sobre la velocidad de
degradacion fotocatalitica de PCBs: intensidad luminica de la fuente, concentracion
de tensoactivo, concentracion de peroxido de hidrogeno, velocidad de agitacion,
etc., con el proposito de determinar las condiciones Optimas de reaccion.

Estudiar la regeneracién y reutilizacién del fotocatalizador TiO-

Realizar el estudio de la biodegradacién de PCBs o efluentes contaminados con
este tipo de sustancias, empleando el cultivo de diferentes microalgas,
determinando las condiciones 6ptimas de temperatura, pH, concentraciéon de
carbono orgéanico y fotoperiodo 6ptimas para llevar a cabo la remocion de estos

contaminantes organicos persistentes.

Desarrollar la degradacién fotocatalitica de aceite dieléctrico a escala en planta

piloto en las condiciones Optimas determinadas en este trabajo.
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9.Anexo A:
correspondientes a los analisis realizados.

Tabla 9-1

Curvas

de

calibracion

Descripcion de las curvas de calibracién empleadas para la determinacion
de cromo, cadmio y plomo

o Limite de .
concentracion | 5€18 | coeficiente , deteccion | bongitud
Elemento | Muestra promedio .. | Pendiente | Intercepto de onda
(ug/L) correlacion (Mg/L)
(Abs) (nm)
SSBIancos
Blanco |0 0,000
E;t:”dar 10 0,454
Cadmio |Estandar 1,000 0,05534 |0,000 1.0 228,80
X 25 0,822
media
Estandar 50 1,056
alta
Blanco |0 0,000
E;t:”dar 50 0,360
3,0 357,87
Cromo 4 1,000 0,00696 0,000 ’ '
Esta.ndar 100 0.754 , , ,
media
Estandar 150 1,223
alta
Blanco |0 0,000
E;t:”dar 100 0,272
8,0 283,31
Pl 4 1 2 ' '
omo Esta.ndar 250 0.604 ,000 0,00289 0,000
media
Estandar 500 0.933
alta
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Figura 9-1 Curva experimental obtenida para la determinacién de cadmio.
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Tabla 9-2 Material de referencia empleado para la determinacién de carbono,
nitrégeno y azufre.

Estandar |%C |uC (+/-) [%N |uN (+/-) | %S |uS (+/-) |%H |uH (+/-)
502-062 |2,02 |0,06 0,183(0,015 0,029(0,004 |0,41/0,09
502-308 |2,35 |0,07 0,183(0,01 0,0280,002 |----- |-----
502-309 |12,25|0,34 1,03 |0,05 0,207 0,009 | ----- |-----

502-092 (41,070,413  |9,56 0,02 |-ce--e- |- 5,55 0,03
502-654 [72,53|0,29 |65 (0,15 |7,43 [0,15 |6,11|0,08
502-209 |51,78|---- 20,13 | ----- 11,52 | ----- NR |-

Tabla 9-3 Descripcion de las curvas de calibracion empleadas para la determinacion
de carbono, nitrégeno y azufre.

Error Limite de
Elemento | Pendiente | Intercepto . deteccion
relativo
3SBIancos
C 0,707 0,001 0,75 0,074
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Error Limite de
Elemento | Pendiente | Intercepto . deteccidn
relativo
3SBIancos
N 0,468 0,007 0,19 0,390
S 0,125 0,204 0,11 0,011

Tabla 9-4 Descripcion de las curvas de calibracion empleadas para la determinacién
de carbono orgéanico total.
) Desviacion
Punto de Area Numero de |Estandar
calibracion | Concentracion |Unidad | Promedio |inyecciones | maxima
1 15,00 mg/L (43,9828 |3 0,5
2 30,00 mg/L  [93,1378 |3 0,5
3 50,00 mg/L  [158,6778 |3 0,5
4 75,00 mg/L  [240,6028 |3 0,5
5 150,00 mg/L  [486,3778 |3 0,5
Figura 9-2  Variacion del potencial en funcién del volumen de nitrato de plata adicionado

para una alicuota de 5,0mL de solucién patron de cloruro de sodio de concentracién

0,01mol/L.
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Tabla 9-5 Resultados experimentales obtenidos para la determinacion de la
concentracion del nitrato de plata.

Alicuota Volumen |Concentracion
Muestra Muestra AgNO3 AgNO3
(ml) (ml) (mMolar)
Patron 0,01 Molar 5.000 10,124 4,94
NaCl
Patron 0,01 Molar 5.000 10,280 4.86
NaCl
Patron 0,01 Molar 5.000 10,275 4.87
NaCl

Tabla 9-6 Descripcion de las curvas de calibracién empleadas para la determinacién
de PCBs totales.

Curva de calibracion de baja concentracion
Punto de Area
calibracion | Concentracion | Unidad | Promedio
1 1,002 mg/L | 6,57x10*
2 2,505 mg/L 1,68 x10°
3 5,010 mg/L  |3,31 x10°
4 7,515 mg/L  |5,32 x10°
5 10,020 mg/L  |7,33 x10°
6 25,050 mg/L  |1,83 x10°
m=73906,922 ; b=-18800,389; R? = 0,9998

Curva de calibracién de alta concentracion

Punto de Area
calibracion | Concentracion | Unidad | Promedio
1 50,10 mg/L | 3,54x10°
2 75,15 mg/L | 4,80 x10°
3 100,20 mg/L | 6,26 x10°
4 150,30 mg/L | 8,47 x10°
5 200,40 mg/L  |1,08 x10’
6 300,60 mg/L  |1,63 x10’
m=50218,229 ; b=1,030 x10° ; R? = 0,9993
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Figura9-3  Relacion existente entre la densidad celular del cultivo Nostoc sp en un
medio BG11 modificado y la absorbancia del mismo a 665nm.
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10. Anexo B: Informacion estadistica.

ANOVA
CoT

Response

1

%Remocion
COoT

ANOVA for Response Surface Quadratic model
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Il

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob > F
Model 17620,11 |9 1957,79 57,94 < 0.0001 significant
A-[PCBs] |12792,83 |1 12792,83 378,62 < 0.0001
B-pH 475,58 1 475,58 14,08 0,0072
C-[TiO02] 10,47 1 10,47 0,31 0,5951
AB 9,97 1 9,97 0,3 0,6038
AC 2,83 1 2,83 0,084 0,7806
BC 15,32 1 15,32 0,45 0,5224
A2 3751,61 1 3751,61 111,03 < 0.0001
B? 254,55 1 254,55 7,53 0,0287
c? 91,22 1 91,22 2,7 0,1444
Residual 236,51 7 33,79
Lack of Fit |181,42 |3 60,47 4,39 00035  |'°
significant
Pure Error |55,09 4 13,77
Cor Total |17856,62 |16

The Model F-value of 57,94 implies the model is significant. There is only a 0,01% chance
that an F-value this large could occur due to noise. Values of "Prob > F" less than 0,0500

indicate model terms are significant. In this case A, B, A2, B2 are significant model terms.
Values greater than 0.1000 indicate the model terms are not significant. If there are many

insignificant model terms (not counting those required to support hierarchy), model reduction
may improve your model. The "Lack of Fit F-value" of 4,39 implies there is a 9,35% chance
that a "Lack of Fit F-value" this large could occur due to noise. Lack of fit is bad -- we want

the model to fit. This relatively low probability (<10%) is troubling.
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Std. Dev. 5,81 R-Squared |0,9868

Mean 65,16 Adj R- 0,9697
Squared

C.V. % 8,92 PredR- 14 9306
Squared

PRESS  [2988,83 Adeq 21,399
Precision

-2 Log

Likelihood 93,00 BIC 121,33
AlCc 149,67

The "Pred R-Squared" of 0,8326 is in reasonable agreement with the "Adj R-Squared" of
0,9697; i.e. the difference is less than 0.2. "Adeq Precision” measures the signal to noise
ratio. A ratio greater than 4 is desirable. Your ratio of 21,399 indicates an adequate signal.
This model can be used to navigate the design space.

Coefficient Standard 95% CI 95% CI
Factor Estimate df Error Low High VIF
Intercept 85,06 1 2,6 78,91 91,21
A-[PCBs] 39,99 1 2,06 35,13 44,85 1
B-pH -7,71 1 2,06 -12,57 -2,85 1
C-[TiO2] -1,14 1 2,06 -6 3,72 1
AB -1,58 1 2,91 -8,45 5,29 1
AC 0,84 1 291 -6,03 7,71 1
BC -1,96 1 2,91 -8,83 4,92 1
A? -29,85 1 2,83 -36,55 -23,15 1,01
B? -7,78 1 2,83 -14,47 -1,08 1,01
c? -4,65 1 2,83 -11,35 2,04 1,01

Final Equation in Terms of Actual Factors:

%Remocion _
COoT

-29,17124

0,25508  |* [PCBs]

5,89906 * pH

0,048593 |*[TiO2]

-8,77E-04 |*[PCBs] * pH

7,87E-06 |*[PCBs] * [TiO2]

-2,06E-03 |* pH *[TiO2]

-1,47E-04 |* [PCBs]?

-0,48596  |* pH?

-8,25E-05 |* [TiO2]?




Bibliografia 91

ANOVA

PCBs

%Remocion

PCBs

ANOVA for Response Surface Quadratic model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Il

Response 2

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob > F
Model 1860,39 9 206,71 1726,31 0,0006 significant
A-[PCBs] |391,95 1 391,95 3273,31 0,0003
B-pH 1,53 1 1,53 12,78 0,0701
C-[TiO02] 23,19 1 23,19 193,64 0,0051
AB 486 1 486 4058,78 0,0002
AC 129,75 1 129,75 1083,57 0,0009
BC 13,07 1 13,07 109,18 0,009
A2 5,25 1 5,25 43,84 0,0221
B? 137,8 1 137,8 1150,82 0,0009
c? 437,59 1 437,59 3654,45 0,0003
Residual 0,24 2 0,12
Cor Total |1860,63 11

The Model F-value of 1726,31 implies the model is significant. There is only a 0,06%
chance that an F-value this large could occur due to noise. Values of "Prob > F" less than
0,0500 indicate model terms are significant. In this case A, C, AB, AC, BC, A"2, B"2, C"2 are
significant model terms. Values greater than 0.1000 indicate the model terms are not
significant. If there are many insignificant model terms (not counting those required to
support hierarchy), model reduction may improve your model.

Std. Dev. |0,35 R-Squared [0,9999

Mean 83,93 Adj R- 0,9993
Squared

C.V. % 0,41 PredR- |/
Squared
Adeq

PRESS N/A L 144,762
Precision

-2 Log

Likelihood 12,92 BIC 11,93
AlCc 227,08

"Adeq Precision" measures the signal to noise ratio. A ratio greater than 4 is desirable. Your
ratio of 144,762 indicates an adequate signal. This model can be used to navigate the
design space.
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Coefficient Standard |95% ClI 95% CI
Factor Estimate df Error Low High VIF
Intercept 82,99 1 0,35 81,5 84,48
A-[PCBs] |8,57 1 0,15 7,93 9,22 1,3
B-pH -0,44 1 0,12 -0,96 0,089 1
C-[TiO02] 2,09 1 0,15 1,44 2,73 1,3
AB 11,02 1 0,17 10,28 11,77 1
AC -8,05 1 0,24 -9,11 -7 1,46
BC -1,81 1 0,17 -2,55 -1,06 1
A -1,62 1 0,24 -2,67 -0,57 1,46
B’ -8,3 1 0,24 -9,35 -7,25 1,33
c? 14,79 1 0,24 13,74 15,84 1,46
Final Equation in Terms of Actual
Factors:
%Remocion | _
PCBs -
70,39987

4,77E-03 |*[PCBs]

4,28519  |* pH

-0,074123 |*[TiO2]

6,12E-03 |*[PCBs] * pH

-7,54E-05 |*[PCBs] * [TiO2]

-1,90E-03 |* pH *[TiO2]

-8,00E-06 |* [PCBs]?

-0,51879  |* pH?

2,62E-04  |*[TiO2]?
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ANOVA

CLORURO

Response 3 [CI]

ANOVA for Response Surface Reduced Cubic model (Aliased)
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Il

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob > F
Model 348,41 12 29,03 12,12 0,0138 significant
A-[PCBs] |0,15 1 0,15 0,061 0,8178
B-pH 11,35 1 11,35 4,74 0,0951
C-[TiO2] 0,034 1 0,034 0,014 0,9104
AB 76,18 1 76,18 31,79 0,0049
AC 0,15 1 0,15 0,061 0,8178
BC 0,034 1 0,034 0,014 0,9104
A2 35,59 1 35,59 14,85 0,0182
B? 44,34 1 44,34 18,5 0,0126
c? 58,69 1 58,69 24,49 0,0078
ABC 0 0
AZB 68,25 1 68,25 28,48 0,0059
AZC 3,14 1 3,14 1,31 0,3159
AB? 22,89 1 22,89 9,55 0,0365
AC?® 0 0
B°C 0 0
BC? 0 0
Pure Error |9,59 4 2,4
Cor Total |358 16

The Model F-value of 12,12 implies the model is significant. There is only a 1,38% chance
that an F-value this large could occur due to noise. Values of "Prob > F" less than 0,0500
indicate model terms are significant. In this case AB, A"2, B2, C"2, A"2B, AB"2 are
significant model terms. Values greater than 0.1000 indicate the model terms are not
significant. If there are many insignificant model terms (not counting those required to
support hierarchy), model reduction may improve your model.

Std. Dev. |1,55 R-Squared [0,9732

Mean 3,31 Adj R- 0,8929
Squared

C.V. % 46,75 Pred R- —1\/a
Squared

PRESS |N/A Adeq 15,085
Precision

-2 Log

Colibood 3850 BIC 75.33
AICC 185,84
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"Adeq Precision" measures the signal to noise ratio. A ratio greater than 4 is desirable. Your
ratio of 15,085 indicates an adequate signal. This model can be used to navigate the design

space.

Coefficient Standard 95% CI 95% CI
Factor Estimate df Error Low High VIF
Intercept 2,17 1 0,69 0,25 4,09
A-[PCBs] [-0,19 1 0,77 -2,34 1,96 2
B-pH -1,68 1 0,77 -3,83 0,46 2
C-[TiO2] 0,093 1 0,77 -2,06 2,24 2
AB -4,36 1 0,77 -6,51 -2,22 1
AC -0,19 1 0,77 -2,34 1,96 1
BC -0,093 1 0,77 -2,24 2,06 1
A2 291 1 0,75 0,81 5 1,01
B? 3,24 1 0,75 1,15 5,34 1,01
c? -3,73 1 0,75 -5,83 -1,64 1,01
ABC ABC
A’B 5,84 1 1,09 2,8 8,88 2
A’C 1,25 1 1,09 -1,79 4,29 2
AB? -3,38 1 1,09 -6,42 -0,34 2
AC? AC2+ A -

AB2
B2C BjC +C-

AC

5 BC2+ B -

BC A2B

Final Equation in Terms

of Coded Factors:

[CI-] =
2,17

-0,19 * A
-1,68 * B
0,093 *C
-4,36 * AB
-0,19 * AC
-0,093 *BC
2,91 * A2
3,24 * B2
-3,73 * C2
0 * ABC
5,84 * A’B
1,25 * A2C
-3,38 * AB?
0 * AC?
0 * B2C
0 * BC?




