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RESUMEN

El aumento de las emisiones gaseosas contaminantes hacia la atmosfera ha sido
un tema muy preocupante, por lo que se han buscado alternativas de control tanto
fisicoquimicas como biolégicas. La biofiltracion es una de las alternativas
econdomicas y eficientes para el control de estos contaminantes, principalmente los
compuestos organicos volatiles (COVs). En un biofiltro la biopelicula generalmente
esta conformada, principalmente, por un consorcio bacteriano. No obstante, se
han estudiado algunos hongos microscoépicos para la degradacion de COVs, y se
continua en la busqueda de diferentes microorganismos capaces de adaptarse a
las condiciones ambientales en el biofiltro, para los diferentes COVs como fuente

de energia.

En el presente estudio se evaludé la capacidad del hongo microscépico
Macrophomina phaseolina para la biodegradacion del tolueno en un biofiltro
empacado con vaina de cacahuate. También se estudié la toxicidad del efluente
gaseoso de este mismo utilizando el alga microscopica Raphidocelis subcapitata
como organismo bioindicador. Los resultados obtenidos mostraron una buena
eficiencia de eliminacion del tolueno por Macrophomina phaseolina siendo
superior al 99.99 % bajo una carga volumétrica de 1.2 a 1.9 kg/m3echo.h’ y del
99% para 4.9 a 5.5 kg/m3echo.n”!. Las emisiones gaseosas del biofiltro con bajas
concentraciones de los productos de la biodegradacion del tolueno se
consideraron téxicas cuando se tienen concentraciones superiores a los 2 mg.L™"

del tolueno.

Palabras clave: biofiltracion, toxicologia ambienta, biorremediacion, remocion de

gases, organismos bioindicadores.



ABSTRACT

The increase in gaseous pollutant emissions into the atmosphere has been a
matter of major concern, so have been sought both physicochemical and biological
control alternatives. Biofiltration is one of the economical and efficient alternatives
for the control of pollutants, mainly volatile organic compounds (VOCs). In a
biofilter, the biofilm generally consists of a bacterial consortium. However, some
microscopic fungi have been studied for the degradation of VOCs, and the
research continues to find different microorganisms capable of adapting to the
environmental conditions in the biofilter, for the different VOCs as an energy

source.

In the present study we evaluated the ability of the fungus Macrophomina
phaseolina for the biodegradation of toluene in a biofilter packaged with peanut
pod, as well as the toxicity of the same effluent gas using the microalgae
Raphidocelis subcapitata as bioindicator organism. The results obtained showed a
good toluene removal efficiency by Macrophomina phaseolina, being higher than
99.99% under a volumetric load of 1.2 to 1.9 kg/m3x.h"' and 99% to a volumetric
load of 4.9 to 5.5 kg/m3».h"'. The gaseous emissions of the biofilter with low
concentrations of the biodegradation products of toluene were considered toxic

when there were concentrations higher than 2 mg.L" of toluene.

Keywords: Environmenta Toxicology; Bioremediation; Gas removal; Bioindicator
Organisms.



1. Introduccion

La contaminacion por articulas atmosféricas siempre ha existido de forma natural o
biogénica por las erupciones volcanicas, los bosques, los pantanos, entre otras,
emitiendo una gran diversidad de compuestos organicos e inorganicos. Al paso del
tiempo, y con la primera revolucion industrial las emisiones se incrementaron de
forma importante por la actividad antropogénica y hasta la fecha, los
contaminantes presentes en la atmdsfera continuan causando graves problemas
de salud.

Con el fin de mejorar la salud de la poblacion, a lo largo de la historia se han
desarrollado una gran diversidad de tratamientos para reducir las emisiones
gaseosas industriales a través de procesos fisicoquimicos y biologicos. Entre
estos ultimos esta la biofiltracion, el cual es una biotecnologia que elimina los
contaminantes de las fuentes de emision gaseosas industriales de fuentes fijas
atrapandolas en una matriz; este método es eficiente para bajas concentraciones
de compuestos organicos e inorganicos volatiles y semivolatiles con elevados
flujos de gas. Los contaminantes pasan a través de un empaque poroso en el que
se inmovilizan los cultivos donde se degradan los contaminantes. En condiciones
optimas, los contaminantes pueden degradarse completamente a didéxido de
carbono y agua, o usarse como fuentes de energia y carbono para la formacion de
nuevas ceélulas.

En el presente estudio se marca un capitulo tratando aspectos generales sobre la
contaminacion y las tecnologias para tratamiento de las emisiones contaminantes.
En seguida se describe la metodologia para el manejo de biofiltros y el sistema
instalado para el estudio de la toxicidad de las emisiones gaseosas de los biofiltros.
El objetivo de este estudio fue determinar la eficiencia de eliminacion del tolueno y
la capacidad de eliminacién del biofiltro y determinar si sus emisiones gaseosas

pueden presentar toxicidad en algas microscopicas.



2. Antecedentes

2.1. Contaminacion atmosférica

La contaminacion atmosférica se define segun la Agencia Ambiental Europea
como “la existencia de sustancias nocivas en la atmdsfera en concentraciones que
genere dafos o riesgo para la salud de las personas y de los demas seres vivos”
(Alvarez et al., 2017). La organizacién mundial de la salud (OMS) la define como la
aparicion en el aire de una o varias sustancias extranas en tales cantidades y
durante un lapso prolongados como para producir efectos nocivos sobre el hombre,
los animales y las plantas o el suelo, asi como perturbar el bienestar o el uso de

los bienes (Gallego et al., 2012).

Estos contaminantes pueden venir de diferentes fuentes ya sea: a) naturales
como las erupciones volcanicas, incendios forestales, etc., b) antropicas
considerando a las fuentes fijas y moviles, incluyendo a los procesos
de combustidon de combustibles fosiles 0 de uso doméstico (contaminacion del aire
interior), que en este ultimo es posible encontrar un amplio abanico de
contaminantes de diferentes fuentes, por ejemplo, las calefacciones residenciales,
que generan diéxido y mondéxido de carbono (Alvarez et al., 2017 ). Asi también en
la clasificacion de contaminantes quimicos presentes en areas domésticas
encontramos: a) productos de combustion el CO,, CO, y el humo de tabaco; b)
materiales de construccion tenemos a las fibras de vidrio y amianto, formaldehido
y radén; c) productos de consumo encontramos a las pinturas, cosmeéticos,
barnices, pesticidas, productos de limpieza, etc. (Gallego et al., 2012). En todas
estas fuentes de emision se encuentran presentes los compuestos organicos
volatiles (COV), que se definen como un: "Un compuesto organico es todo aquel
compuesto que contenga carbono y uno o mas de los siguientes elementos:
hidrégeno, halégenos, oxigeno, azufre, fosforo, silicio o nitrégeno, salvo los 6xidos

de carbono y los carbonatos o bicarbonatos inorganicos".



"Un Compuesto Organico Volatil (COV) es todo aquel compuesto organico que
tenga a 293.15K una presién de vapor de 0.01kPa o mas, o que tenga una

volatilidad equivalente en las condiciones particulares de uso"

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA, por sus

siglas en inglés) los define como (USEPA, 2017):

“Los compuestos organicos volatiles o COVs son compuestos quimicos organicos
cuya composicion hace posible que se evaporen en condiciones atmosféricas

interiores normales de temperatura y presion”.

2.1.1. Contaminacion atmosférica a nivel mundial

Existen evidencias de que en la antigiedad la biomasa, como la madera fue
empleada como combustible para la preparacion de alimento en interiores
domeésticos mal ventilados, teniendo como consecuencia efectos nocivos sobre la
salud de los humanos. Este mismo dafo se ha observado en momias egipcias, o
restos arqueologicos escandinavos y sajones, que estos presentaron problemas
respiratorios, lo que da una idea de que pudieron someterse a una prolongada
exposicion al humo de la combustion de la madera en interiores (Gallego et al.,
2012).

En el siglo XVIII se da inicio a la revolucion industrial (Silva Otero Aristides, 2005)
y con ellas miles de toneladas de emisiones de contaminantes atmosféricos
provenientes de desechos sdélidos como la carbonilla y gaseosos como los 6xidos
de nitrogeno, 6xidos de azufre, compuestos organico volatiles, etc., emitidos por la
degradacion de esos desechos y la quema del carbon mineral y la biomasa. Esta
contaminacion atmosférica ascendié de forma significativa a nivel mundial

provocando danos a la salud (Gutierrez et al., 1999).

Al pasar del tiempo han ocurrido desastres causados por la contaminacion del aire,

por ejemplo, en el caso de Bélgica en diciembre de 1930 aproximadamente 6000
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personas enfermaron y 63 murieron. En Donora, Pennsylvania el 26 de octubre de
1948, enfermaron mas de 6000 y murieron alrededor de 20 personas (Gutierrez et
al., 1999).

En diciembre de 1952 se dio el caso mas notorio de contaminacién, esto ocurrio
en la ciudad de Londres en donde una masa de aire frio cubri6 la ciudad (Figura 1).
Esto debido a que, por el descenso de temperatura, las personas optaron por
prender sus estufas de carbon, y adicional a los humos de las industrias también
fueron las emisiones de los vehiculos, ocasionando asi un incremento en los
niveles de contaminaciéon atmosférica, a tal punto que el dia 6 del mes de
diciembre de ese afo, la luz del sol apenas penetraba la densa nube de
contaminantes, que no podia salir del valle de Tamesis debido a la inversidn
térmica que se desarroll6. Lo que ocasiono problemas graves de salud, como el
incremento de la incidencia de ataques cardiacos y dificultades respiratorias.
Cuando al fin el viento despejo el cielo, se estima que unas 4000 personas habian

muerto por razones atribuibles al fenomeno (Antonio Chamiazo et al., n.d.).

Figura 1.- Contaminacion de Londres en la revoluciéon industrial (1837-1901) (Rodriguez G.,
2018).
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Esta y otras catastrofes similares que han ocurrido a través de la historia han
hecho tomar conciencia a diversos sectores de la poblacion, aunque muchos otros

aun ignoran las letales consecuencias de la contaminacion.

2.1.2. Contaminacion atmosférica a nivel nacional

En México la revolucion industrial comenzoé a finales del siglo XIX e inicios del
siglo XX, 150 afios mas tarde que Inglaterra y Estados Unidos (Oropez, 2013). Y
se habla de industrias como la mineria, la industrial de pieles y zapatos,
fabricacion de polvora, jabones, tabaco e industria textil algodonera, esta ultima
principalmente en los estados de Puebla, Veracruz y México (Haber et al., 1993).
En 1920 se establecen las industrias automotrices (Vicencio, 2007) la
farmacéutica, la petroquimica entre otras. Desde entonces la contaminacion

atmosférica seria un problema serio en nuestro pais.

Los estados que histéricamente han presentado mayor desarrollo industrial y por
consecuencia mayor nivel de contaminacion atmosférica son la Ciudad de México,

Toluca, Guadalajara, y Monterrey.

En la ciudad de México a partir de 1966 se empez6 a monitorear la calidad del aire
instalando cuatro estaciones las cuales arrojaban datos de concentraciones de
dioxido de azufre y del material particulado suspendido. Pero no es, sino hasta en
1972 cuando se cred la subsecretaria de mejoramiento del ambiente, y se
empezaron a utilizar las metodologias de la Agencia de proteccion ambiental de
Estados Unidos (USEPA, por sus siglas en inglés) para realizar adecuadamente el
monitoreo de la calidad del aire (SINIARN, 2016). A partir del ano 1998 comienza
la elaboracion de los “Inventarios de emisiones de contaminantes

criterio”’(Secretaria del medio ambiente, 2012).

Y es en el ano 2004 cuando se realizd el “inventario de emisiones de

contaminantes toxicos” esto por la creciente emision de los compuestos organicos
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volatiles (COVs), precursores del ozono troposférico, por lo que, varios
compuestos estan considerados como contaminantes téxicos atmosféricos, y

altamente nocivos para la salud humana (Secretaria del medio ambiente, 2012).

En el inventario de emisiones de gases de efecto invernadero, en el 2012, se
reportaron las emisiones por tipo de fuente puntuales, area, moéviles, vegetacion y
suelos. En este inventario mencionaron que las emisiones particulas menores a 10
micrometros (PM1o) fueron alrededor de las 35 mil toneladas al afo, y el 27%
correspondian a las particulas menores a 2.5 micrometros (PM25), y sin dejar atras
las emisiones de monoxido de carbono (CO) que alcanzaron los 1,600,000 mil

toneladas al afio (Secretaria del medio ambiente, 2012).

En la figura 2 se muestra la contaminacién atmosférica caracterizada por smog en
la Ciudad de México. Un estudio realizado en el 2012 por el instituto de aire limpio
(Clean Air Institute) México es considerado el segundo pais de América latina con

mayor numero de muertes por contaminacioén atmosférica (Ureste, 2013).

Figura 2. Contaminacién en la ciudad de México (Ruiz, 2017).
Guadalajara, a partir de 1934, ha sido un importante centro comercial vy

manufacturero, lo que ha provocado un incremento de las vias de comunicacion y
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el flujo migratorio; esto ha acentuado de manera directa e indirecta la creciente
emision de contaminantes atmosféricos desde entonces a la fecha (Ramirez et al.,
2006).

En el estado de Jalisco se llevd a cabo el Programa para el Mejoramiento de la
Calidad del Aire en la Zona Metropolitana de Guadalajara 1997-2001 que tiene por
objetivo el proteger la salud de la poblacién, abatiendo permanentemente la
contaminacion atmosférica, menciona que en 1995, las principales fuentes de
contaminacion atmosférica fueron el transporte (73.5 %), el suelo (21.2%), la
industria (1.1%) y los servicios (4.5%) (SEMARNAT, 1997).

2.1.3. Contaminacion atmosférica en Aguascalientes

En la ciudad de Aguascalientes la contaminacion atmosférica al igual que en las
diferentes grandes ciudades del pais ha ido aumentando durante los afos esto a

causa de la industrializacién y el crecimiento de la poblacion (Figura 3).

En el afio de 1975 se construyd la primera ciudad industrial en Aguascalientes,
ocupaba 224 hectareas en las cuales se ubicaron 279 plantas industriales, entre
ellas la de alimentos, metalmecanica, automotriz, y de electrénica (Acosta et al.,
2013) . Hasta la fecha Aguascalientes se sigue industrializando, esto a lo largo del
valle de Aguascalientes podemos encontrarnos con varios parques industriales

integrados logisticamente al corredor norte-sur de la ciudad (Padilla et al., 2015).

En 1996 se realizé un estudio de la calidad del aire en la ciudad de Aguascalientes
por el Instituto Nacional de Ecologia que consisti6 en 8 dias de monitoreo, en
donde se reporto las concentraciones maximas registradas de ozono (O;) de 79
ppb, 19 ppb de diéxido de azufre (SO,), 50 ppb de bidxido de nitrogeno (NO,), 54
ug/m3 particulas PMio y 2.2 ppm monoxido de carbono (CO) (Secretaria del medio
ambiente, 2017).
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Figura 3.- Contaminacion en el Estado de Aguascalientes (Ruiz, 2017).

En la actualidad Aguascalientes se tiene una red de monitoreo atmosférico, la cual
consta de 4 casetas, la estacion CBTIS, estacion centro UAA, estacion norte,
estacion Secretaria de Medio Ambiente (SSMAA) (figura 4) con el objetivo de
diagnosticar y vigilar la calidad del aire. Los gases contaminantes que se reportan
cada una de estas estaciones de monitoreo atmosférico se encuentra el monéxido
de carbono (CO), ozono (0Os), diéxido de azufre (SO,), dioxido de nitrégeno (NO,),
particulas PM,o y particulas PM,.s (SSMAA, 2018).

En el 2016 se reportd el inventario de emisiones por fuentes fijas las cuales
incluyen todas las industrias en la regiéon de Aguascalientes las cuales arrojaron
una cantidad preocupante de contaminantes atmosféricos en los cuales tenemos
los siguientes PM10: 474.03, PM5: 333.66, SOx: 1992.04, CO: 222.73, NOx:
2719.05, COV: 1449.56, NH3: 4.95.
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Figura 4.- Ubicacion de estaciones de monitoreo de la calidad del aire del Estado de
Aguascalientes (SSMAA, 2018).

2.1.4. Dainos a la salud a causa de la contaminacion atmosférica

Un estudio realizado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estim6 que la
contaminacion atmosférica exterior en el 2012 produjo alrededor de 3.7 millones
de muertes a causa de fuentes urbanas y rurales en todo el mundo. También las
ultimas estimaciones de la OMS sobre la carga mundial de morbilidad, la
contaminacion del aire exterior e interior provocan unos siete millones de
defunciones prematuras. Esto representa actualmente uno de los mayores riesgos
sanitarios mundiales, comparable a los riesgos relacionados con el tabaco, y
superado unicamente por los riesgos sanitarios relacionados con la hipertension y

la nutricion. La OMS estima que un 80% de las defunciones prematuras
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relacionadas con la contaminacion del aire exterior se deben a cardiopatia
isquémica y accidente cerebrovascular, mientras que un 14% se deben a
neumopatia obstructiva crénica o infeccibn aguda de las vias respiratorias

inferiores, y un 6% a cancer de pulmén.

La evaluacion del 2013 realizada por la Centro Internacional de Investigaciones
sobre el Cancer de la OMS determin6é que la contaminacion del aire exterior es
carcindgena para el ser humano, y que las particulas del aire contaminado estan
estrechamente relacionadas con la creciente incidencia del cancer, especialmente
el cancer de pulmén. También se ha observado una relacidn entre la
contaminacion del aire exterior y el aumento del cancer de vias urinarias y vejiga

(Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios, 2017).

2.1.5. Contaminantes atmosféricos

En la atmosfera se encuentran una serie de compuestos que contribuyen a la
contaminacion del aire, de los cuales se pueden diferenciar dos grupos principales
(SEMARNAT, 2013):

Contaminantes primarios: Son vertidos directamente a la atmosfera por alguna
fuente de emision como chimeneas, automoviles, entre otros como se muestra en
la Tabla 1. Dentro de estos contaminantes se encuentran los compuestos
organicos volatiles (COV) producidos por una variedad de industrias, y sus
emisiones se enfrentan a regulaciones ambientales cada vez mas estrictas (Cheng
et al., 2016). Uno de ellos es el REAL DECRETO 117/2003, que habla sobre
limitacion de emisiones de compuestos organicos volatiles debidas al uso de

disolventes en determinadas actividades (Diario Oficial de la Union Europea, 2003):

Contaminantes secundarios. Estos contaminantes se originan principalmente
por la transformacién y la reaccién quimica de los contaminantes primarios cuando

llegan a la atmosfera.
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e Ozono troposférico (O3). Es formado por las reacciones quimicas entre los
oxidos de nitrégeno y compuestos organico-volatiles, en presencia de
oxigeno atmosférico y luz solar. Constituye un problema de salud ya que es
considerado como un contaminante con capacidad irritante en tejidos vy
sobre muchos materiales (Aranguez et al., 1999).

e Lluvia acida. Esta lluvia se forma una vez que el SOz y los NOx en
presencia de agua, oxigeno y compuestos quimicos forman acido sulfurico
y acido nitrico, y estos precipitan a la tierra en forma liquida cuando se
presentan lluvias o en forma seca en presencia de nevadas o neblinas. El
pH de la lluvia normal es de alrededor de 6, mientras que la lluvia acida

presenta un pH menor a 5.

e Contaminacion fotoquimica. La constituyen la luz solar y sustancias
susceptibles de ser oxidadas. El smog fotoquimico es una mezcla de
contaminantes que se forman por reacciones producidas por la luz solar al

incidir sobre los contaminantes primarios (SEMARNAT, 2013).

2.2 Tolueno

El tolueno se clasifica dentro de los compuestos organicos volatiles y se encuentra
naturalmente en el arbol de tolu y en el petrdleo crudo, y es comunmente
empleado en las industrias de fabricacidon de pinturas, y diluyentes como esmaltes
de unas, lacas, adhesivos y caucho, también en algunos procesos de impresion y

curtido de cuero.
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Tabla 1.- Contaminantes atmosféricos primarios

CONTAMINANTE FORMACION EMISORES DANOS AL CONSULTA
AMBIENTE
OXIDO DE AZUFRE | SO« Combustién de Erupciones volcanicas, Provoca la (SEMARNAT
azufre presente en industrias como las del lluvia &cida. , 2013)
carbon y petréleo papel, petroquimica,
centrales eléctricas.
MONOXIDO DE CO Combustion de El 80% de las Formacion (Téllez et al.,
CARBONO material organico, en emisiones son de de smog, 2006)
presencia de motores de reacciona
oxigeno. combustién interna y para crear
procesos industriales. ozono a nivel
del suelo.
OXIDO DE NOx Combustién de Quema de Precursor (Fernandez
NITROGENO hidrocarburos o hidrocarburos y de del smog 2015)
combustibles fosiles  madera, produccion de  fotoquimico.
fertilizantes explosivos,
tabaco, etc.
PARTICULAS PM  Particulas solidas o Elementos biolégicos,  Afecta a la (Arciniégas,
SUSPENDIDAS liquidas como polvo, productos quimicos,y  composicion  2012)
hollin de diésel, se dividen en dos quimica de
metales, cemento, grupos particulas la atmosfera.
polen, COVs, etc. menores a 10 ym
(PM1o) y las de
fraccion respirable mas
pequena (PM2s).
HIDROCARBUROS | HC Derivados del Automoviles, pinturas,  Afectaciones (SEMARNAT
petréleo (COVs, vertederos, industrias alacapade ,2013)
PCB, PAH) textiles, cosméticos, ozono.

agricultura,
composteos entre
otros.

En la tabla 2 se muestran las caracteristicas fisicoquimicas del tolueno. Este

Compuesto organico volatil es un liquido incoloro con olor muy caracteristico. Se

considera con un buen solvente, y se puede encontrar en gasolina junto con el
benceno y el xileno (ATSDR, 2000).
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Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas del tolueno (ATSDR, 2000).

Propiedad Informacion
Peso molecular 92.14

Color Caracteristico
Estado fisico Liquido
Punto de ebullicién 110.6°C
Punto de fusion -95°C
Densidad a 20°C 0.8669 g/ml
Densidad de vapor 3.2 (aire=1)
Solubilidad en agua 25°C 534.8 mg/L
Coeficiente de particion OA 2.72
Presion de vapor a 25°C 28.4 mm/Hg

2.2.1. Dainos al ambiente

El tolueno puede llegar al ambiente de distintas formas, ya sea por desechos
industriales, del hogar, los automéviles, pinturas, humo de cigarro, etc. Una vez
que ingresa al ambiente se dirige al aire ya sea de forma directa o por el agua o el
suelo (ATSDR, 2015).

2.2.1.1 Aire

La evaporacion de los derivados del petroleo como la gasolina y otros
combustibles estan considerados como los principales emisores de tolueno (5-
7%), también su uso como solvente de pinturas, lacas y pegamentos puede llegar
a generar hasta el 33 % total de emision de este contaminante a la atmosfera, sin
dejar atras el uso indiscriminado de los automodviles que llegan hasta el 65% de

emision (Mendaz, 2010).

Una vez que el tolueno se encuentra en el aire se degrada por reaccion con los
radicales hidroxilos que llevan hasta el cresol y benzaldehido, estos sufren

rompimiento del anillo aromatico formando hidrocarburos simples (ATSDR, 2000).
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2.2.1.2. Agua
El tolueno se puede encontrar en el agua por las descargas industriales y
desechos urbanos, asi también como en derrames de petrdleo o sus derivados

como la gasolina u otros solventes.

Las cantidades de tolueno presentes en las superficies acuaticas puede variar de
3 ppb hasta 20 ppb dependiendo de la ciudad ya que si es una muy industrializada
estas cantidades van a aumentar. La estadia del tolueno en este medio va
depender de los factores como al solubilidad, la volatilizaciéon este ultimo depende
del tipo de agua, si se trata de agua estancada puede durar hasta 16 horas y si se

habla de aguas turbulentas la eliminacién tarda de 5 a 6 horas (Fawell et al., 2004).

2.2.1.3. Suelo
Al igual que en el agua el tolueno se puede encontrar en el suelo a causa de los
derrames accidentales de combustibles o solventes asi como los desechos

industriales como la del petréleo y pinturas (ATSDR, 2000).

La permanencia del tolueno en el suelo es muy baja y depende de factores como
el tipo de suelo, la temperatura y la humedad. Se sabe que se llega a liberar el
90% del tolueno derramado y el 10% sobrantes se absorbe de forma permanente

y se llega a degradar gracias a los microorganismos (Mendaz, 2010).

2.2.2. Toxicidad del tolueno para el ser humano

La inhalacién es la via de exposicidn primaria para el tolueno, ya sea en entornos
ocupacionales o durante episodios de abuso intencional. Los estudios
toxicolégicos del tolueno en los humanos han sido revisado, tanto sus efectos: a)
genéticos, b) reproductivos, c) desarrollo y d) metabolismo (toxicocinética vy

toxicodinamica) (Mcgregor, 1994).
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El tolueno a diferencia del benceno no posee las propiedades mielotoxicas. Por
otra parte, los problemas vinculados con la exposicién del tolueno es que deprime
el sistema nervioso central e irrita a piel y los ojos y también llega a provocar
efecto fototoxico. Se ha demostrado que a una exposicion a 800 partes ppm llega
a provocar fatiga intensa y ataxia, 10000 ppm producen inconsciencia a muy breve
plazo. Los efectos de la exposicion al tolueno por largo tiempo no se han definido,
dado que los estudios en seres humanos que sefalan efectos conductuales se
ocupan mas bien de exposicion a varios disolventes. Sin embargo, en estudios
ocupacionales limitados y en trabajadores expuestos también a otros disolventes,
no se han observado interacciones metabdlicas ni modificacién de los efectos del
tolueno (Teitelbaum, 2010).

2.3. Tratamientos de compuestos organicos volatiles COV

Es de suma importancia llevar un control de la contaminacién atmosférica que no
solo tiene que ver con los danos directos que causa a la salud de ser humano, a la
flora y la fauna o las alteraciones al medio ambiente, sino también con los
impactos negativos sobre la economia como resultado de las pérdidas derivadas
de los efectos directos e indirectos, asi como los gastos relacionados con la

aplicaciéon de medidas para controlar dicha polucion (Cardenas, 2003).

Las técnicas empleadas para el control de los compuestos organicos volatiles en
emisiones industriales se pueden clasificar en técnicas fisicoquimicas y las
técnicas bioldgicas, aunque muchas veces se utilizan en conjunto de acuerdo con

las caracteristicas de la emision.

Para escoger la adecuada técnica de tratamiento de los COV se deben tomar en

cuenta los siguientes aspectos (Cardenas, 2003):

e Caracteristicas de los contaminantes a tratar (propiedades fisicoquimicas,

concentraciones).
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e La eficiencia con la cual sera removida (dictadas por las normas de emision
vigente).

e Posibilidad de recuperar y reutilizar el contaminante, asi como identificar los
subproductos que se puedan generar con el proceso y el costo de su
disposicion.

e Dentro de los costos de inversion debe calcularse, la materia prima, el

mantenimiento y sobre todo los requerimientos de potencia.

2.3.1. Métodos de tratamiento fisicos y quimicos de los COV

Los métodos fisicos son empleados para el control de material particulado solido o
liquido como polvo y aerosoles, utilizando un sedimentador gravitacional,
separador centrifugo, ciclén, filtro de tela y precipitado electrostatico (Hinojosa et
al., 2011)

Algunos meétodos de tratamiento pueden ser recuperativos como la adsorcion, la
absorcion, la condensacion y la oxidacion catalitica, y uno de los destructivos es la
incineracion térmica. Estos procesos los podemos definir a continuacion
(Fernandez, 2010):

¢ Incineracién u oxidacién: Consiste en la captura del gas contaminante por
un sistema industrial de ventilacion, precalentado, mezclado y oxidado a
altas temperaturas que da como resultado otros compuestos. La eficiencia
de destruccidon de este método es mayor al 99%. Estos sistemas se dividen
en dos tipos principalmente:

o Oxidaciéon térmica: Se utiliza frecuentemente cuando Ia
concentracion de los vapores organicos es generalmente 50% menor

al limite inferior de explosividad.
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o Oxidacion catalitica: Se emplea cuando las concentraciones de los
contaminantes (vapores organicos) son menores al 25% de su limite
inferior de explosividad.

e Absorcion: Este proceso se basa en la transferencia en donde el
contaminante de un gas pasa al interior de un liquido en el cual se solubiliza.

e Adsorcion: Proceso en el cual un sélido (adsorbente) retiene el fluido en su
superficie. En este método el gas contaminante pasa a través de un solido
en una superficie del cual se condensara la parte contaminante del gas. Es
comunmente empleada para la eliminacion de mezclas poco concentradas
y heterogéneas.

e Condensacién: El gas es pasado al liquido mediante la variacion en los
factores de presion o temperatura del gas. Se obtienen por un lado el gas

depurado y por el otro, el liquido.

Sin embargo, tienen algunas desventajas (Cardenas, 2003):

a) como es el uso de oxidantes quimicos, los cuales son costosos y en algunos
casos peligrosos. En ciertas ocasiones el contaminante solo se transfiere de
una fase a otra y queda el problema de disposicidén sea del agua o del carbén

activado saturado en compuestos toxicos peligrosos.

b) se utiliza un alto consumo de energia, consumo de agua y combustibles, lo que
lleva a unos altos costos tanto de instalacion como de mantenimiento. Sin
embargo, se consideran que son técnicas muy eficientes y rapida y en casos,

son la unica opcion para el control de ciertas emisiones.
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2.3.2. Tratamiento biolégico de los COVs

A diferencia de los tratamientos fisicoquimicos para el control de COV, en un
tratamiento bioldgico se emplean microorganismos capaces de utilizar los
contaminantes gaseosos como fuentes de energia, estas métodos de tratamiento
se denominan biofiltracién (Fernandez, 2010). Los sistemas biol6gicos empleados
para mitigar las concentraciones de contaminantes en las emisiones gaseosas

pueden ser biofiltros, biofiltros percoladores y biolavadores.

2.3.2.1. Biofiltros

La biofiltracién se define como todo proceso biolégico utilizado para el control o
tratamiento de compuestos organicos volatiles e inorganicos volatiles presentes en
la fase gaseosa. En la biofiltracion, los microorganismos son los responsables de
la degradacion bioldgica de los contaminantes volatiles contenidos en corrientes
de aire residual. Durante el proceso de biofiltracion, el gas contaminante se
inyecta a través de un lecho organico que soporta la biopelicula (Gaudin et al.,
2008). La degradacion de los contaminantes ocurre previa transferencia del aire a
un medio liquido en donde los compuestos organicos son utilizados como fuente
de carbono y energia, o como fuente de energia en el caso de los compuestos
inorganicos. La utilizacion implica produccion de biomasa y la oxidacién parcial o
total del contaminante. A su vez, la biomasa, bajo ciertas condiciones sufre una
oxidacion por respiracion endégena. De esta manera, los procesos de biofiltraciéon
dan lugar a una descomposicion completa de los contaminantes, creando

productos no peligrosos (INECC, 2007).

Para tener una buena operacion del biofiltro se deben tener en cuenta varios
factores (Fernandez, 2010) como son la actividad microbiana, y el material de

empaque, soporte o lecho.
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1. Microorganismos

En la biofiltraciéon los microorganismos se encuentran adheridos sobre el soporte
(lecho). La mezcla de nutrientes y agua que proporciona el lecho logra que los
microorganismos formen una biopelicula, en la cual los contaminantes son
absorbidos para su degradacion lo cual da por resultado diéxido de carbono vy
agua (Fernandez, 2010), como se muestra en el mecanismo de reaccion bioldgica

siguiente:

+ N -

Existen muchas bacterias u hongos capaces de degradar contaminantes, y se
pueden emplear de dos maneras, una es conocer el microorganismo e inocularlo
con las caracteristicas adecuadas de crecimiento, o dejar que la naturaleza siga
su curso y el microorganismo que mas predomine fue el que mejor se adapto a las

condiciones del contaminante.
e Mecanismos de degradacion del contaminante

Existen diferentes vias por las cuales los microorganismos logran transformar el
contaminante en subproductos no téxicos, en la taba 3 se presentan tres vias

alternativas:

Tabla 3.- Vias de degradaciéon de contaminantes

Contaminante Enzimas Subproducto Producto | Productos Fuente

finales
Hidrocarburos Deshidrogenasas | Acido graso acetil- CO:y H.0O (Suarez Medellin,
alifaticos CoA 2004)
Hidrocarburos Deshidrogenasas | Catecol Piruvato CO.y H0 (Janssen et al,
aromaticos Dioxigenasa Protocatechuate 2001)
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Figura 5.- Ruta de degradacion del tolueno por Pseudomona putida (modificada)
(Suarez Medellin, 2004)

2. Material de empaque

El material de empaque comunmente empleado es de tipo organico, como puede
ser composta, cascaras de cacahuate y nuez, corteza de arbol, semillas de
diferentes frutas como la guayaba, la uva, etc. Se escoge el material que tenga un
gran aporte nutritivo para el crecimiento de microorganismos aunque se pueden

afiadir medios enriquecedores para el desarrollo 6ptimo (Gaudin et al., 2008).

Para la eleccion de un buen material de empaque debemos tomar en cuenta
ciertas caracteristicas; 1) el area de superficie especifica, tamafio de particula y
fraccidn vacia, estos nos indican el espacio disponible la fijacion de la biomasa
(Devinny et al., 1999); 2) Aportacion de nutrientes; 3) Baja densidad (Ramirez Pifia,
2008) y resistencia mecanica para mejorar las propiedades hidrodinamicas y asi

evitar la compactacion del lecho (Gaudin et al., 2008); 4) Retencién de humedad
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(20 % - 60%) (Warren et al, 1997); 5) Propiedad de amortiguacion para evitar
fluctuaciones del pH (Gaudin et al., 2008).

2.3.2.2. Tipos de biofiltros

En la actualidad las tecnologias de la biofiltracion pueden diferir en distintos
factores como, por ejemplo, a) la presencia o ausencia de un soporte, b) el tipo de
soporte empleado, c) si se requiere una fase liquida movil y d) la capacidad de
emplear distintos contaminantes (Thalasso, 2002). De esta manera los biofiltros
pueden ser clasificados en tres tipos: 1) Biofiltro percolador, 2) Biolavador y 3)
Biofiltros de lecho fijo (Ramirez, 2008).

2.3.2.2.1. Biofiltro de percolador

Esta tecnologia consiste en un proceso biolégico aerobio para la degradacién de
compuestos contaminantes, principalmente para compuestos solubles en agua, en
el cual una columna empacada con un soporte (inorganico, organico o una mezcla
de ambos) donde se formara la biopelicula. El biofiltro percolador se alimenta de
una corriente de gas contaminado y una corriente liquida que es comunmente
recirculada a través del biorreactor y que tiene como funcién la aportacion de
nutrientes esenciales para los microorganismos, asi también como remover los

productos de biodegradacion (Cardenas et al., 2003).

2.3.2.2.2. Biolavador

El biolavador esta compuesto por la torre de absorcion o lavador, la cual puede ser
empacada con materiales inorganicos estructurados, o no empacada, en donde se
lleva a cabo el proceso de transferencia de masa, de la fase gas, el cual acarrea al

contaminante, hacia la fase liquida, o al lecho poroso mas la pelicula liquida, en el
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cual es absorbido junto con el O,. Posteriormente, la fase liquida es alimentada a

un reactor en donde se encuentran los microorganismos encargados de degradar

el contaminante (Cardenas, 2003).

Los biolavadores se consideran utiles para el tratamiento de compuestos que son

solubles en agua.

2.3.2.2.3. Biofiltro de lecho fijo

Consiste en un soporte empacado con material filtrante, el cual servira como
fuente de nutrientes necesarios para el crecimiento microbiano y de sostén
(material organico) y como fuente de soporte microbiano (material inorganico). El
proceso de biofiltracion consiste en hacer pasar una corriente de gas
contaminante a través del lecho en donde los contaminantes son degradados por
los microorganismos adheridos al material de empaque. Una caracteristica
importante de este tipo de biofiltro es la ausencia de la fase acuosa movil por lo
que hace posible el tratamiento de contaminante poco solubles en agua (Cardenas,
2003; Ramirez, 2008).

2.3.2.2.4. Importancia econémica
Los costos asociados a la utilizacién de un biofiltro son bastante menores que a

los procesos fisicoquimicos (absorcion, adsorcidn, oxidacion y condensacion).

La Bidfiltracion se encuentra dentro de las tecnologias mas econdémicas si se
habla de grandes flujos de aire poco contaminando. Hablando de costos de
tratamiento es muy variable y puede oscilar entre 0.3 y 2.5 délares americanos por
1000 m?3 tratados, lo cual es de 3 a 10 veces inferior a las tecnologias de
tratamiento de tipo fisicoquimico, dependiendo de la concentracion y toxicidad de

los contaminantes (Thalasso, 2002).
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2.4. Organismo bioindicador

La toxicologia ambiental integra diversos factores como los indicadores de
exposicion y las dosis con los datos de los efectos producidos por los
contaminantes ambientales, evaluando asi, en forma cuantitativa, la probabilidad
de que en una poblacién o ecosistema se presenten efectos nocivos ocasionados

por las sustancias toxicas presentes en el ambiente (Juarez et al., 2000).

Las exposiciones a los contaminantes ambientales pueden ser valorados bajo
diferentes técnicas: i) midiendo la concentracion del toxico en el aire, agua o suelo
o ii) identificando parametros bioldgicos en los organismos expuestos, por ejemplo,
sangre, orina o aire exhalado (Juarez et al., 2000). En los ensayos de toxicidad se
utilizan diversos organismos, que incluyen bacterias bioluminiscentes, algas,
crustaceos y peces, a lo que son llamados como organismo bioindicador (Juarez
et al., 2000).

Para la seleccion adecuada de un organismo de prueba (bioindicador) es
necesario tomar en cuenta las siguientes caracteristicas: sensibilidad, que es la
capacidad del organismo de detectar variaciones fisicas o quimicas del ambiente;
su posicion en trama ftréfica; su distribucion geografica; facilidad de cultivo y/o
mantenimiento en condiciones de laboratorio; su ciclo de vida; entre otras
(Gonzalez et al., 2014).

El propdsito para el uso de bioindicador esta en minimizar las amenazas para la
salud humana; garantizar que los ecosistemas sean autosuficientes y que las

especies particulares no disminuyan (Gonzalez et al., 2014).

En palabras mas concretas, la toxicologia ambiental integra diversos factores
como los indicadores de exposicion y las dosis con los datos de los efectos
producidos por los contaminantes ambientales, evaluando asi, en forma
cuantitativa, la probabilidad de que en una poblacion o ecosistema se presenten

efectos nocivos ocasionados por las sustancias toxicas presentes en el ambiente.
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Como conclusion los estudios de toxicologia ambiental nos ayudan a descubrir las
concentraciones aceptables y/o permisibles de los contaminantes ambientales,
para el bienestar de las poblaciones, desde los mas sensibles de efectos adversos
potenciales derivados de la exposicion ambiental a las sustancias toéxicas
(Carriquiriborde, 2021).

¢ Pruebas de toxicidad
Las pruebas de toxicidad los podemos definir como prueba que mide la toxicidad

de una sustancia en respuesta a un organismo o sistema biolégico.

A principios del siglo XX se desarrollaron las primeras pruebas toxicologicas con
sustancias nocivas en organismos. El analisis bioldégico de peces se introdujo en
1940 y las pruebas de invertebrados y algas comenzaron en la década de 1950,
con el fin de conocer los niveles de concentracion de sustancias toxicas (Diaz et
al., 2004).

El tiempo establecido para las pruebas de toxicidad en organismos bioindicadores
va de la mano a la especie y a su ciclo de vida y esta muy relacionado a los
contaminantes y a los parametros a medir. En este caso tenemos dos definiciones
una de ella es la toxicidad aguda la cual ocurre en un lapso corto de tiempo
(segundo, horas o dias), y con dosis 0 concentraciones de exposicién altas que
causen, mortalidad, mientras que la exposicion prolongada (de dias a afios) de
concentraciones subletales se define como toxicidad crénica. La respuesta que
pueden tener los organismos a los contaminantes se clasifica en “letal” que lleva a
la muerte y “subletal” que mide el efecto sobre diferentes parametros (endpoints)
como puede ser: a) enzimaticos, metabdlicos, fisioldgicos, de comportamiento,
inhibicion de crecimiento poblacional, etc. Estos conceptos se determinan con
estimaciones de concentracion, por ejemplo, la CLso que se define como la
concentracion letal media, o la DLso que es la dosis letal media, lo que significa
que es letal para el 50% de los organismos. Ademas, la informacién sobre la

concentracion mas alta en donde no se observa toxicidad a (NOEC, por sus siglas
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en inglés) y la concentracion mas baja (LOEC, por sus siglas en inglés) que
causan efectos toxicos se puede utilizar para estimar los niveles de exposicion que

no implican riesgo (Pica et al., 2004).
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3. Justificacion

La contaminacién atmosférica en México ha sido uno de los mayores problemas
que se ha tenido que enfrentar. La generacion de nuevas industrias, el uso
indiscriminado de automoviles, la sobrepoblacién, las actividades domésticas, los
contaminantes emitidos continuamente por la actividad humana tienen

consecuencias a niveles locales, regionales y globales.

En la ciudad de Aguascalientes se cuenta con 16 parques industriales en donde
podemos encontrar industrias automotrices, elaboracion de cemento y cal,
metalurgica, industria del petrdleo y petroquimica, quimica, industria textil,
elaboracion de accesorios y aparatos eléctricos, alimentos y bebidas, plastico y
papel. Los principales contaminantes emitidos se cuentan a las particulas
suspendidas respirables como las PM2s en una razén de 333.66 t/a, las PMuo,
474.03 t/a; los compuestos organicos volatiles (COVs), 1449.56 t/a; los oxidos de
nitrégeno, 2716.05 t/a; el didxido de azufre, 1.992.04 t/a, y el ozono que afectan

seriamente la salud humana y los ecosistemas.

Para mitigar las emisiones de contaminacion principalmente la de los COVs se
han implementado biotecnologias para el tratamiento de efluentes gaseosos como
son los biofiltros, aunque estos procesos de tratamiento de contaminantes son
conocido aun se siguen investigando y obteniendo nuevos microorganismos como
potentes biodegradadores de los COVs. Sin embargo, no se han evaluado la
toxicidad de las emisiones por el biofiltro, por lo que, no se sabe si las emisiones
gaseosas de esta biotecnologia son téxicas o realmente aportan un beneficio al

ambiente y a la salud humana, animal y ambiental.
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4. Hipobtesis

La biopelicula de Macrophomina phaseolina formada sobre la vaina de cacahuate
es capaz de degradar al tolueno, presente en el gas influente del biofiltro, y el

efluente no provocara toxicidad en el bioindicador.

5. Objetivo

Determinar la eficiencia de eliminacion del tolueno en un biofiltro empacado con
vaina de cacahuate e inoculado con Macrophomina phaseolina. Y evaluar la

toxicidad del efluente gaseoso del biofiltro en un bioindicador.

5.1. Objetivos especificos

e Establecer un organismo como bioindicador, seleccionado entre cladoceros,
rotiferos y algas.

e Evaluar la capacidad de degradacion del tolueno en el biofiltro, empacado
con vaina de cacahuate y el hongo microscopico Macrophomina phaseolina.

e Evaluar la toxicidad de las emisiones gaseosas del biofiltro empleando a un

bioindicador seleccionado.
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6. Metodologia

En este estudio se empled un biofiltro para la degradacién del tolueno presente en
la corriente gaseosa, y se determind la eficiencia de eliminacion de este
contaminante, y la capacidad de eliminacién del biofiltro. Asimismo, con el fin de
conocer si las emisiones del biofiltro son perjudiciales para el ambiente, se
hicieron pruebas de toxicidad, ademas para determinar los porcentajes de

remocion de toxicidad.

6.1. Diseiio del biofiltro

Los biofiltros fueron construidos en material de vidrio con una capacidad
aproximadamente de 0.7 L, empacados con vaina de cacahuate previamente
humedecida, acidificada e inoculadas con el hongo microscopico Macrophomina
phaseolina y manteniendo las mismas condiciones ambientales y con un flujo
descendente de 4.8 L.h".

6.1.1. Caracteristicas fisicoquimicas del material de empaque

La caracterizacion fisicoquimica de la vaina de cacahuate, empleada como
material de empaque o soporte en el biofiltro, se hizo determinando la densidad de

la vaina de cacahuate, la porosidad del lecho, y la medicion de las unidades de pH.

6.1.1.1. Determinaciéon de la densidad del soporte

Esta propiedad se determiné directamente en el reactor utilizando material

huamedo, pesando y midiendo el volumen que ocupé el mismo (ecuacién 1).
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6.1.1.2. Medicion de pH

Para determinar esta propiedad quimica se pesaron 50 g de cascara de cacahuate
seca la cual se dej6 reposar en agua destilada por 30 min y con la ayuda de un

potencidmetro se midieron las unidades de pH

6.1.1.3. Determinacion de la porosidad del lecho

La porosidad del lecho se determina por diferencia de volumen ocupado por el aire
en una probeta de 1 L previamente pesada y se adiciona hexano hasta ajusta el
volumen a 1 L, midiéndose el volumen del liquido utilizado. El calculo se realiza

empleando la ecuacion 2:

~ BTN (2)

6.1.2. Condiciones ambientales de operacion

Durante la operacion del biofiltro se midié el pH, la temperatura y el porcentaje de
humedad del efluente gaseoso para mantener las condiciones ambientales
favorables para el crecimiento y desarrollo del hongo microscopico Macrophomina

phaseolina. Las mediciones se hicieron con un higrotermémetro marca Fisher.

6.1.3. Determinacion de la eficiencia de eliminacion del biofiltro

La eficiencia de eliminacién del biofiltro se determinara por mediciones diarias de

la degradacion del tolueno empleando un cromatografo de gases marca
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PerkinElmer AutoSystem con un detector FID, empleando una columna capilar de
30m.

La muestra de gas efluente fue tomada empleando una bomba de muestreo SKC
y pasando aproximadamente 30 L de gas a través de un bulbo de vidrio para
muestra. La eficiencia de eliminacién (EE) del tolueno se calculdé de acuerdo a la

ecuacion (3).

(%) = ——100 (3)

Donde:
Ci: Concentracién del compuesto en el influente  (gcompuesto-M3gas)

Cs: Concentracion en el efluente (Qeompuesto-M3gas)

6.1.4. Carga volumétrica del contaminante

La carga volumétrica (C.) del tolueno hacia el biofiltro se calculé de acuerdo a la

expresion (4):

=— (4)

Donde
Vi: Volumen del material de empaque M3material
Ci: Concentracion en el influente Jeompuesto-M3gas
Q: Flujo de gas influente (m3.h)

6.1.4. Capacidad de eliminacién del biofiltro

La capacidad de eliminacion marcé la eficiencia de degradacion del biofiltro bajo

diferentes concentraciones, el calculo se llevo a cabo bajo ecuacion (5).

=— @)
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6.2. Pruebas de toxicidad

En las pruebas de toxicidad se utiliz6 tolueno grado HPLC bajo diferentes

concentraciones 0.87 mg.L", 2.16 mg. L', 3.46 mg. L', 4.76 mg. Ly 6.1 mg. L.

6.2.1. Raphidocelis subcapitata

6.2.1.1. Cultivo

Se tomo6 un matraz de 500 mL y se llené con medio Bold el cual se llevd a
esterilizar a 121°C por 15 minutos. Posteriormente se le afadid6 1 mL de
microelementos, y un mililitro de vitaminas, finalmente se inoculé 20 mililitros de
concentrado de alga. Se llevo a la incubadora a 25°C por 7 dias en aireacion y un

periodo de luz-oscuridad.

6.2.1.2. Pruebas de sensibilidad al tolueno

Para las pruebas de toxicidad con algas, se realizé un conteo celular en camara
de Neubauer para determinar la concentracién de alga microscopica Raphidocelis
Subcapitata en nuestro matraz. Posteriormente en un frasco de vidrio de rosca con
septum se inocularon 1x105 células y se aforé a 10 mL con medio Bold, para estas
pruebas se llevo a cabo un control negativo, en las cuales todos fueron incubados
a 25°C por 96 horas, esto con el fin de determinar el porcentaje de inhibicién de
crecimiento del alga, NOEC, LOEC, CL50 y CL10.

38



6.2.1.3. Pruebas toxicolégicas de las emisiones gaseosas del biofiltro con

Raphidocelis subcapitata.

Para las pruebas de toxicidad se emplearon 5 biofiltros, en la tabla 4 se describen
las caracteristicas de cada columna empleada. El gas influente contaminado con
tolueno como contaminante modelo, hacia el biofiltro se generd inyectando el

tolueno al aire. Este fue generado por pequefios compresores.

Tabla 4.- Caracteristicas de los biofiltros.

Biofiltro Empaque Tolueno Macrophomina

phaseolina
1 Si Si Si
2 Si Si Si
3 No Si No
4 Si No Si
5 Si No No

Para estas pruebas se utilizaron matraces con entrada de gas de 250 ml, en el
cual se inyectaron 1x10® células de Raphidocelis subcapitata las cuales se
aforaron a 100 ml de medio Bold. Posteriormente se conectaron a la salida de las
columnas del biofiltro controlando la salida de aire y manteniendo a temperatura
ambiente por 96 horas. Transcurrido el tiempo se determind el porcentaje de

inhibicion de crecimiento.
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7. Resultados

7.1. Eficiencia de eliminacion del tolueno en el biofiltro

El biofiltro de vidrio empleado para la degradacion biolégica del tolueno se puede
observar en la figura 6, empacado con cascara de cacahuate y el hongo
microscopico Macrophomina phaseolina. Fue operado durante 60 dias continuos y se
estuvo midiendo diariamente la temperatura y la humedad relativa. Asi como también la

concentracion de tolueno en el efluente del biofiltro.

Figura 6. Sistema de evaluacion de la toxicidad del efluente gaseoso en la biodegracion del
tolueno por Macrophomina phaseolina.

En la figura 7 y 8 se muestra la eficiencia de eliminacion del tolueno en los
biofiltros a sus diferentes concentraciones durante los 60 dias de operacion

continua.
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Figura 7.- Eficiencia de eliminaciéon (EE) del tolueno en el biofiltro 1 durante la operacién. Ce:
concentracion de alimentacion del tolueno.

Figura 8.- Porcentaje de eliminacion del tolueno en el biofiltro 2 durante el proceso de
operacion.
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7.2. Eficiencia del biofiltro

En las figuras 9 y 10 nos muestran la eficiencia del biofiltro la cual es expresada
por la capacidad de eliminacion del tolueno en funcion de la carga volumétrica del
tolueno. La eficiencia de eliminacion del tolueno del biofiltro 1(figura 9) fue de 99%
se mostréo cuando la capacidad de la eliminacion del tolueno varié entre 1.9 a
2.6 kg/m3ecno.h’. Mientras que en el biofiltro 2 (figura 10) se observd una
capacidad de eliminacion del 100% en concentraciones de 1.23 a 1.54 kg/m3echo.h”
'y del 99% en cantidades 5.55 a 4.93 kg/m3echo.h".

Figura 9.- Capacidad de eliminacion a diferentes cargas volumétricas de tolueno en el
biofiltro 1.
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Figura 10.- Capacidad de eliminacidén a diferentes cargas volumétricas de tolueno en el
biofiltro 2.

7.3. Condiciones ambientales de operacion

La temperatura durante la operacion de los dos biofiltros (figura 11 y 12) se
mantuvo entre los 19 a 24°C, a lo largo de la operacion fue incrementandose
gradualmente teniendo como promedio una temperatura de operacién de 23°C,
mientras la humedad relativa fue muy cambiante con una humedad relativa de
entre 20 a 87%.
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Figura 11.- Temperatura y humedad relativa durante el proceso del biofiltro 1.

Figura 12.- Temperatura y humedad relativa durante el proceso de operacion del biofiltro 2.
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7.2 Pruebas de toxicidad

En la tabla 5 se muestran los promedios de los resultados de las 5 réplicas de las
pruebas de toxicidad con el alga Raphidocelis subcapitata. En la cual mayor

concentracion de tolueno mayor porcentaje de inhibicion de crecimiento.

Tabla 5. Porcentajes de inhibicion de crecimiento de Raphidocelis subcapitata ocasionada
por tolueno.

Concentraciones # de % de
células inhibicién

Control (-) 400,000 0

0.867 mg/L 270,000 35.5
2.16 mg/L 170,000 57.5
3.46 mg/L 140,000 65.0
4.76 mg/L 100,000 75.0
6.06 mg/L 40,000 90.0

En la tabla 6 se encuentran los resultados de la concentracion letal 50 (CLso),
concentracion letal (CL1o), la concentracion en la cual no se observan efectos
(NOEC), la concentracion mas baja en la cual se observan efectos (LOEC).
También se incluye el coeficiente de variaciéon de los datos obtenidos el cual es

muy satisfactorio tomando en cuenta que el rango aceptable es de 1 al 20%.

Tabla 6. Resultados de CL50, CL10, NOEC, LOEC y coeficiente de variacion.

CL50 2.45 mg/L
CL10 0.22 mg/L
NOEC 0.12 mg/L
LOEC 0.22 mg/L
Coeficiente de 4.39%
variacion
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En la gréafica (figura 14) tenemos la regresion lineal de los porcentajes de
inhibicibn de crecimiento del alga Raphidocelis subcapitata con las

concentraciones de tolueno en mg/L, en la cual obtuvimos una R?= 0.90.

Figura 13. Regresion lineal del porcentaje de inhibicion de crecimiento con las
concentraciones en mg.L™" de tolueno.
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7.3. Pruebas de toxicidad con el biofiltro

La figura 13 muestra el sistema adaptado para las pruebas de toxicidad del
efluente gaseoso del biofiltro, el cual puede contener alguna concentracion traza
de tolueno ademas del dioxido de carbono, y algunos otros subproductos de la

biodegradacion.

Figura 14.- Sistema de evaluacion de la toxicidad del efluente gaseoso en la biodegradacion
del tolueno por Macrophomina phaseolina.
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El resultado de 4 réplicas de exposicion del efluente gaseoso de los diferentes
tipos de columnas los podemos expresar en promedio de las concentraciones y el

promedio del porcentaje de inhibicion como se muestra en la tabla 7.

Tabla 7.- Porcentajes de inhibicion de crecimiento de Raphidocelis subcapitata ocasionada
por el efluente gaseoso de los biofiltros.

Concentracion del DS Porcentaje de
efluente gaseoso inhibicién
(mg/L)
Control 0 0
Control con el 0 26.27
hongo
Biofiltro 1 0.5945 0.1321 14.67
Biofiltro 2 2.6678 1.0420 28.33
Control 8.2865 7.0107 62.45
tolueno

En la figura 15 observamos la regresion lineal de los porcentajes de inhibicion de
crecimiento del alga Raphidocelis subcapitata con las concentraciones de tolueno

del efluente gaseoso del biofiltro en mg.L™, en la cual obtuvimos una R?= 0.83.

Figura 15.- Regresion lineal del porcentaje de inhibicion de crecimiento con las
concentraciones en mg/L del efluente gaseoso del biofiltro
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8. Discusion

Los resultados los podemos dividir en 3 fases: la primera la capacidad de
degradacion del tolueno en el biofiltro empacado con vaina de cacahuate y el
hongo microscépico Macrophomina phaseolina; la segunda fue determinar la
sensibilidad del bioindicador Raphidocelis subcapitata; y por ultimo la fase 3, la
toxicidad del efluente gaseoso de biofiltro después de la biodegradacion del

tolueno.

8.1. Capacidad de biodegradacién del tolueno por Macrophomina phaseolina

en un biofiltro empacado con vaina de cacahuate

La eficiencia de eliminacion del biofiltro mostrada en la figura 7 y 8 podemos ver el
comportamiento de adaptacion del biofiltro, detectando las fases de la
biodegradacion descritas por Devinny et al. (1999), comenzando por el mecanismo
de sorcion del tolueno, durante las primeras 24 horas de arranque en donde se
observo el 99.8% de eficiencia de eliminacion, tiempo corto para el crecimiento del
microorganismo Macrophomina phaseolina. En la fase dos descrita como la
“aclimatacion” de la biomasa la eficiencia de eliminacién disminuyé muy poco 84%
en el biofiltro 1, y 87 % en el biofiltro 2, la cual nos demuestra que ha terminado la
parte de adsorcion del tolueno para iniciar la fase 3 correspondiente a la actividad
metabdlica del hongo observada después de los 14 dias de operacion llegando a
una eficiencia de eliminacion del 99% con cargas de 1.9 a 2.6 kg/m3iecno.h™ en el
biofiltro 1, mientras que en el biofiltro 2 se observd una capacidad de eliminacion
del 100% en concentraciones de 1.23 a 1.54 kg/m3echo.h! y del 99% en cantidades
5.55 a 4.93 kg/m3echo.h™!, concentraciones superiores a las reportadas por Ghaseni
et al. (2020) empleando a Pleurotus ostreatus. Lo cual nos demuestra que el
hongo microscopico Macrophomina Phaseolina se adaptdé faciimente a las

condiciones de operacion del biofiltro. Zhang et al. en el 2019 trabajé en un
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biofiltro empacado con arena de ceramica e inoculado con la especie Fusarium
oxysporum para el tratamiento del tolueno y consiguid una eficiencia de
eliminacion del 92.5%, para una carga de 7.0 y hasta 100.9 g/m3ecno.h”’, una
capacidad maxima de eliminacién de 98.1 g/m3.h"' para una carga de 100.3
g/m3ecno.n’. Arriaga y Revah (2005) trabajaron con Fusarium solani para la
degradacion de n-hexano, y para el mismo compuesto Spigno et al., 2003
encontro que Aspergillus niger logré una capacidad de eliminacion promedio de
150 g/m3.h" y aumentd con la carga organica hasta un nivel maximo de 300

g/m3.h",

En este estudio demostramos que Macrophomina phaseolina tiene una buena
eficiencia de eliminacion alcanzando mas del 99.999 % para las cargas y
concentraciones estudiadas, siendo una buena opcién para el uso en estas

biotecnologias.

La capacidad de Macrophomina phaseolina para crecer en medios con bajo nivel
de humedad ( Coser et al., 2017; Sridharan et al., 2020), demostré que durante los
60 dias de operacion del biofiltro, en la cual se mantuvo en condiciones de
humedad relativa variante entre el 20 y 87% de humedad relativa, como se
muestra en la figura 11 y 12, permitié su crecimiento y lograr buenos niveles de
biodegradacion. Y la temperatura se mantuvo en rangos de 19 a 24 °C, dentro de
las condiciones ambientales favorables para el crecimiento de los
microorganismos que es entre 8 y 35 °C, como lo mencionan Devinny et al. (1999),
Ramirez Pina (2008), y Avilés et al. (2008) menciona que a 35 °C es lo mas 6ptimo
para el crecimiento. Otro parametro es el pH el cual se manejoé de 4.15 unidades,
considerando que el rango de la vaina de cacahuate en este caso el soporte del
biofiltro tiene como pH 6.5 unidades, y una de las ventajas de este soporte es su

facil manipulacion para llegar a los parametros establecidos (Ramirez, 2008).

8.2. Pruebas de toxicidad
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Los viales de septum con rosca ayudaron a evitar que el tolueno se volatilizara, lo
que permitid establecer una clara relacion de dosis respuesta. Sin embargo, los
ensayos llevados a cabo dentro de cualquier tipo de sistema de contencidn
artificial tienen la posibilidad de afectar las propiedades de crecimiento (Nyholm et
al., 1989) y puede no representar de manera directa las condiciones dentro del
entorno natural (Herman et al.,, 1990). Los parametros que se tienen que
optimizarpara el crecimiento adecuado para las algas son, nutrientes (calidad y
cantidad), luz, pH, turbulencia (aireacién), salinidad, y temperatura (Barsanti &
Gualtieri, 2010). En las pruebas de sensibilidad realizadas en este estudio no se
utilizé la aireacion por el hecho de que el tolueno es altamente volatil, no obstante,
no hubo afectacion en el crecimiento. Herman et al., 1990 examinaron la toxicidad
de los COVs sobre el crecimiento de Selenastrum capricornutum empleando una
especie de viales herméticos con medio Bristol adicionando bicarbonato de sodio
al 0.4% con exposicion a compuestos organico volatiles como el benceno, xileno y
tolueno, en el cual obtuvo una CLso para tolueno de 9.4 mg.L"!, comparando con
nuestro resultados obtenidos de ClLsp = 2.45 mg.L"', se observa una gran
diferencia entre concentraciones, por lo que la adicion de bicarbonato de sodio
permite superar la inhibicion del crecimiento. Los resultados de Herman et al.
(afo), evidenciaron lo ya mencionado, que a mayor cantidad de tolueno mayor

sensibilidad del alga.

Comparando la sensibilidad del alga Raphidocelis subcapitata con otras especies
de organismo acuaticos como las diferentes especies de Lecane en el estudio de
Pérez-Legaspi et al. (2001) en donde Lecane Iluna, Lecane hamara y Lecane
quadridentata, tuvieron una ClLso de 277.4 mg.L", 236.7 mg.L"' y 191.4 mg.L"’
respectivamente, podemos afirmar que Raphidocelis subcapitata es un organismo

mas sensible al tolueno.

8.3. Evaluacion de la toxicidad del efluente gaseoso en la biodegradacién del
tolueno por Macrophomina phaseolina
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Basado en lo anterior, el hongo Macrophomina phaseolina logré biodegradar al
tolueno con una gran eficiencia, sin embargo, para las pruebas de toxicidad el
porcentaje de inhibicién de crecimiento, en el biofiltro control e inoculado con el
hongo microscépico, fue del 26.27% (tabla 7) y es altamente probable que se haya
presentado un crecimiento competitivo, ya que Macrophomina phaseolina es un
hongo con alta tolerancia a estrés hidrico, como lo menciona en su estudio
Martinez et al. (2016). En el biofiltro 1 se expuso en promedio a una concentraciéon
de 0.5945 mg.L" de tolueno teniendo un porcentaje de inhibicion del 14.67%, lo
cual es una reaccion esperada ya que en las pruebas de sensibilidad vemos que a
una concentracién de 0.867 mg.L™"' de tolueno tuvimos una inhibicién del 35.5%.
En el biofiltro 2 tenemos una respuesta similar ya que en promedio se emitié una
concentracion de 2.66 mg/L de tolueno teniendo una inhibicién del 28.33%. y en
las pruebas de toxicidad observamos que aun concentracion de 2.16 mg.L™"' se
alcanzo6 una inhibicién del 57.2%, lo que podemos determinar, es que la adicion de
una técnica de aireacion es un beneficio en el crecimiento del alga. En la columna
de control con tolueno se tuvo una inhibicion del 62.45% con una concentracion de
8.2865 mg.L" (tabla 7).
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9. Conclusion

De acuerdo a los estudios realizados en el presente trabajo se determind que el
hongo microscépico Macrophomina phaseolina es un buen degradante del tolueno,
teniendo una eficiencia de eliminaciéon del 100% en concentraciones de 1.2 a
1.9 kg/M3echo.n™! y del 99% en cantidades 4.9 a 5.5 kg/m3echo.h™!, siendo una buena
opcion para el uso en estas tecnologias, por su adaptacion a diferentes

condiciones ambientales.

El alga microscopica Raphidocelis subcapitata es un organismo bioindicador muy

util para bajas concentraciones de tolueno.

Las emisiones gaseosas cargadas en tolueno del biofiltro resultaron toxicas
cuando se tienen altas concentraciones del contaminante, teniendo una reaccioén

de dosis respuesta.
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ANEXOS
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Figura A1.- Crecimiento de Macrophomina phaseolina en el medio BOLD junto con
el alga Raphidocelis subcapitata.
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Figura A2.- Observacién al microscopio de Macrophomina phaseolina.
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