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RESUMEN.

El tratamiento de emisiones gaseosas contaminadas provenientes de actividades industriales
constituye un desafio ambiental relevante, debido al incremento de las exigencias regulatorias y a la
necesidad de desarrollar tecnologias eficientes y sostenibles para el control de contaminantes
atmosféricos. En este estudio se evalué un sistema biolégico hibrido para el tratamiento de una
mezcla compleja de compuestos odorantes con caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas. El sistema
propuesto estuvo compuesto por dos biofiltros conectados en serie: un biofiltro de escurrimiento
colonizado por las bacterias Thiobacillus thioparus y Nitrosomonas europaea, destinado a la
remocion de amoniaco y acido sulfhidrico, y un biofiltro de lecho fijo colonizado por el hongo

ligninolitico Anthracophyllum discolor, orientado al tratamiento de indol y p-cresol.

La corriente gaseosa utilizada para alimentar el sistema contenia amoniaco y acido sulfhidrico como
compuestos hidrofilicos, ademéas de indol y p-cresol como compuestos hidrofébicos. Inicialmente,
ambos biofiltros fueron operados de manera independiente con el objetivo de establecer valores de
referencia para evaluar posteriormente el desempefio del sistema integrado. El biofiltro de
escurrimiento alcanzé capacidades de eliminacion total de amoniaco y acido sulfhidrico asociadas a
cargas de entrada de hasta 8 y 4 gom™3-h™", respectivamente. Por otro lado, el biofiltro de lecho fijo
present6 capacidades de eliminacion total cercanas a 12 g'm™3-h™' para indol y 20 g'm™3-h™" para

p-cresol.

Posteriormente, ambos biofiltros fueron conectados en serie y operados durante 90 dias utilizando
una Unica corriente gaseosa contaminada con los cuatro compuestos. Bajo esta configuracion, el
sistema alcanzé capacidades de eliminacion total asociadas a cargas de entrada de 8 g'-m™3-h™" para
amoniaco, 6 g'm™3-h™" para acido sulfhidrico, 12 g'm™:h™" para indol y 30 g:-m™3-h™" para p-cresol.
La comparaciéon con la operacion independiente de cada biofiltro evidencié que la presencia
simultanea de compuestos hidrofilicos e hidrofébicos no afecté negativamente el desempefio del

sistema, demostrando la complementariedad entre ambas etapas de tratamiento.

El biofiltro fungico utiliz6 como soporte un material lignocelulésico de escobajo de uva, el cual
favorecié el establecimiento de A. discolor y la actividad de enzimas ligninoliticas asociadas a la
degradacion de compuestos aromaticos recalcitrantes. Durante la operacion del sistema se
determinaron actividades maximas de 6 U-L™" para lacasa, 6 U-L™' para manganeso peroxidasay 5
U-L™" para manganeso independiente peroxidasa. El analisis estadistico indic6 que la actividad
enzimatica no presentdé dependencia significativa con el tiempo de operacion del biofiltro,

evidenciando estabilidad de la actividad oxidativa durante el periodo evaluado.

Respecto a la remocion de olor, expresada como actividad de olor (AOV), mostr6 valores de
aproximadamente 100 y 200 AOV para amoniaco en el biofiltro de escurrimiento y en el sistema
integrado, respectivamente. Para acido sulfhidrico se alcanzaron valores superiores a 10.000 AOV
en el biofiltro bacteriano y cercanos a 20.000 AOV en el sistema de dos etapas. En el caso del indol,

la remocion total alcanzé aproximadamente 15.000 AOV en el biofiltro fungico y cerca de 30.000



AOV en el sistema integrado, mientras que para p-cresol se obtuvieron valores superiores a 10.000

y 20.000 AOQV en el biofiltro fungico y en el sistema completo, respectivamente.

Para todos los compuestos, los valores de remocién porcentual de olor respecto de la carga de
compuesto en la entrada de los biofiltros mostro valores similares entre la situacion base y el sistema
de dos biofiltros conectados en serie, excepto el caso del H.S en donde se aprecia una mayor

remocion respecto de la situaciéon base.

Los resultados obtenidos demuestran que un sistema hibrido compuesto por un biofiltro bacteriano
de escurrimiento y un biofiltro fungico de lecho fijo permite tratar eficientemente mezclas complejas
de contaminantes gaseosos con propiedades hidrofilicas e hidrofébicas, posicionando esta

configuracién como una alternativa prometedora para futuras aplicaciones a escala industrial.



ABSTRACT.

The treatment of contaminated gaseous emissions generated by industrial activities represents a
significant environmental challenge due to the increasing stringency of regulatory requirements and
the need to develop efficient and sustainable technologies for the control of atmospheric pollutants.
In this study, a hybrid biological system was evaluated for the treatment of a complex mixture of
odor-causing compounds with hydrophilic and hydrophobic characteristics. The proposed system
consisted of two biofilters connected in series: a biotrickling filter colonized by the bacteria
Thiobacillus thioparus and Nitrosomonas europaea, aimed at the removal of ammonia and hydrogen
sulfide, and a fixed-bed biofilter colonized by the ligninolytic fungus Anthracophyllum discolor,

designed for the treatment of indole and p-cresol.

The gaseous stream used to feed the treatment system contained ammonia and hydrogen sulfide as
hydrophilic compounds, as well as indole and p-cresol as hydrophobic compounds. Initially, both
biofilters were operated independently in order to establish reference values for the subsequent
evaluation of the integrated system performance. The biotrickling filter achieved complete removal
capacities for ammonia and hydrogen sulfide associated with inlet loads of up to 8 and 4 gom™3-h"",
respectively. Conversely, the fixed-bed biofilter showed complete removal capacities close to 12

g'm~3-h™" for indole and 20 g-m™3-h™" for p-cresol.

Subsequently, both biofilters were connected in series and operated for 90 days using a single
contaminated gas stream containing the four compounds. Under this configuration, the system
achieved complete removal capacities associated with inlet loads of 8 g'-m™-h™" for ammonia, 6
g'm~3h"" for hydrogen sulfide, 12 g'-m™3-h™" for indole, and 30 g:-m™3-h™" for p-cresol. Comparison
with the independent operation of each biofilter demonstrated that the simultaneous presence of
hydrophilic and hydrophobic compounds did not negatively affect system performance, confirming

the complementary behavior of both treatment stages.

The fungal biofilter used grape stalk, a lignocellulosic material, as support medium, which promoted
the establishment of A. discolor and the activity of ligninolytic enzymes associated with the
degradation of recalcitrant aromatic compounds. During system operation, maximum enzymatic
activities of 6 U-L™" for laccase, 6 U-L™' for manganese peroxidase, and 5 U-L™' for manganese-
independent peroxidase were determined. Statistical analysis indicated that enzymatic activity was
not significantly dependent on the biofilter operating time, demonstrating the stability of oxidative

activity throughout the evaluated period.

Regarding odor removal, expressed as odor activity values (OAV), ammonia removal showed values
of approximately 100 and 200 OAV in the biotrickling filter and in the integrated system,
respectively. For hydrogen sulfide, values higher than 10,000 OAV were achieved in the bacterial
biofilter and values close to 20,000 OAV were obtained in the two-stage system. In the case of

indole, complete removal reached approximately 15,000 OAV in the fungal biofilter and nearly



30,000 OAV in the integrated system, while for p-cresol values higher than 10,000 and 20,000

OAV were obtained in the fungal biofilter and in the complete system, respectively.

For all compounds, the percentage odor removal values with respect to the compound load at the
biofilter inlet showed similar values between the baseline situation and the system of two biofilters
connected in series, except for the case of H.S where a greater removal was observed compared to

the baseline situation.

The results demonstrate that a hybrid system composed of a bacterial biotrickling filter and a fungal
fixed-bed biofilter can efficiently treat complex mixtures of gaseous pollutants with hydrophilic and
hydrophobic properties, positioning this configuration as a promising alternative for future industrial-

scale applications.



1 INTRODUCCION.

Las emisiones gaseosas provenientes de instalaciones industriales y actividades con potencial
impacto ambiental generan efectos significativos sobre el entorno. Uno de los méas relevantes es la
generacién de olores, los cuales pueden propagarse a grandes distancias debido a los procesos de
dispersion atmosférica y a los bajos umbrales de deteccion olfativa de ciertos compuestos odorantes,
[1]. Los olores constituyen una de las principales causas de denuncias y reclamos asociados a
problemas ambientales en numerosos paises. En Chile, segin el informe “Antecedentes para la
regulacion de olores en Chile”, se han identificado diversos establecimientos cuyas actividades
presentan un alto potencial de generar molestias odoriferas. Entre estas fuentes destacan las plantas
de tratamiento de aguas residuales y los vertederos [2]; establecimientos de cria y engorde de
animales y mataderos [3]; curtiembres y plantas de procesamiento de subproductos animales [4],

[5]; fabricas de celulosa [6] ,industria pesquera y de procesamiento de productos del mar [7].

Desde el punto de vista quimico, los compuestos presentes en las emisiones gaseosas asociadas a
actividades industriales presentan una naturaleza muy diversa. En particular, en la industria de cria
y engorda de animales, estos compuestos pueden clasificarse segun su naturaleza quimica en tres
grupos principales: compuestos nitrogenados volatiles (VNC), como el amoniaco (NH3); compuestos
volatiles de azufre reducido (VRSC), también denominados compuestos de azufre reducido total
(TRS), entre los que destaca el sulfuro de hidrégeno (H,S); y compuestos organicos volatiles (COV).
A su vez, los COV pueden subdividirse en diferentes categorias, tales como acidos grasos volatiles
(AGV), hidrocarburos alifaticos —incluyendo alcanos, alquenos y terpenos—, asi como compuestos
aromaticos y heterociclicos aromaticos. La combinacién y concentracion de estos compuestos
determinan en gran medida las caracteristicas odorantes de las emisiones y su potencial impacto

sobre las comunidades circundantes.

En las plantas de crianza y engorda de cerdos, muchos de estos compuestos se encuentran presentes
en las emisiones gaseosas asociadas al estiércol porcino y constituyen los principales responsables
de los olores molestos caracteristicos de esta actividad [10]. Diversos estudios han descrito efectos
aditivos y sinérgicos entre algunos de estos compuestos, los cuales, al actuar de manera conjunta,
pueden generar intensidades odorantes significativamente mayores que las producidas por cada
compuesto de forma individual [11]. En el caso de las emisiones generadas durante el procesamiento
de subproductos animales y en las instalaciones de faenamiento, se han identificado compuestos
pertenecientes a todas las categorias quimicas previamente descritas [12]. Esta diversidad quimica,
sumada a los extremadamente bajos umbrales de deteccion olfativa de algunos de estos compuestos,
dificulta la eliminacion completa de los contaminantes odorantes mediante una Unica operacion de
tratamiento, lo que representa un desafio importante para el control y abatimiento de olores en este

tipo de instalaciones.

En Chile, esta problematica se encuentra presente en la industria de produccién porcina [8], un sector
de gran relevancia econémica y con importante proyeccion de desarrollo para el pais. Sin embargo,
el crecimiento de la poblacién en las cercanias de estos establecimientos, sumado a la limitada

disponibilidad de tecnologias de tratamiento de olores que sean simultdneamente eficientes y de
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bajo costo, ha incrementado los conflictos socioambientales asociados a esta actividad, generando

numerosas denuncias y reclamos por molestias odoriferas por parte de las comunidades vecinas.

Un caso emblematico ocurrié en 2012 en la comuna de Freirina, Regién de Atacama, donde una
planta de crianza y faenamiento de cerdos provocé un episodio critico de emisiéon de malos olores
y proliferacién de vectores de interés sanitario. Esta situacién gener6é una fuerte reaccién de la
comunidad local, que culminé con el cierre de las instalaciones y evidencié la necesidad de fortalecer

la gestion ambiental de los olores en el pais.

Como consecuencia de este evento, el Ministerio del Medio Ambiente impulsé el desarrollo de una
estrategia nacional para la gestion de olores, orientada a establecer herramientas de prevencion,
control y regulacion de las emisiones odorantes. En este contexto, se inici6 el proceso que condujo
a la publicacién de la primera Norma de Emision de Olores para Planteles Porcinos en Chile [9].

constituyendo un hito relevante en la regulacion ambiental de este tipo de emisiones.

Como actividad industrial, la produccién de carne de cerdo constituye un sector de gran relevancia
para la economia nacional, representando aproximadamente el 37 % de la produccion total de carnes
en Chile. Ademas, esta industria ha experimentado un importante crecimiento durante las ultimas
décadas, consolidandose como uno de los principales rubros pecuarios del pais. La evolucion de las

cantidades de carne de cerdo producidas desde el afio 2002 se presenta en la Figura 1-1 [10].
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Figura 1-1. Produccién de carnes en Chile en el periodo 2002 a 2012.

Comparacién de las carnes de ave, bovinos y porcinos, tomado del informe “La industria Porcina Oportunidades

y Desafios 2019".

Las instalaciones de produccién porcina en Chile se localizan principalmente en zonas rurales,
alejadas de los centros urbanos. Sin embargo, el crecimiento de la poblaciéon en sectores rurales,
junto con la insuficiente implementaciéon de tecnologias de tratamiento capaces de mitigar
eficazmente las emisiones odorantes, ha incrementado los conflictos entre estas actividades
productivas y las comunidades cercanas. Como consecuencia, se han registrado numerosas
denuncias y reclamos asociados a molestias por olores, lo que ha impulsado la busqueda de

soluciones tecnolégicas y el desarrollo de marcos regulatorios para abordar esta problematica.
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Aunque este tipo de contaminacién no suele estar directamente asociado a la generacion de
enfermedades, si produce importantes molestias y una disminucién de la calidad de vida de la

poblacién expuesta [11].

Con el propésito de evidenciar las areas de mayor impacto potencial, la Figura 1-2 presenta la

distribucion regional del nUmero de cabezas de ganado porcino en Chile durante el afio 2019.

En términos generales, las plantas de crianza y engorda de cerdos estan conformadas por galpones
que contienen areas destinadas al alojamiento de los animales. Estas instalaciones disponen de pisos
ranurados que permiten el paso de las fecas, la orina y las aguas de lavado —conocidas en conjunto
como purines— hacia una estructura inferior denominada fosa o pozo. Los purines acumulados
constituyen una de las principales fuentes de generacion de compuestos odorantes y, debido a la
necesidad de ventilacién de estas instalaciones, las emisiones gaseosas pueden ser liberadas a la
atmésfera cuando no se dispone de sistemas adecuados de tratamiento[12]. La Figura 1-3 muestra
un esquema representativo de una planta de crianza y engorda de cerdos. En este tipo de

instalaciones se han identificado mas de 300 compuestos asociados a olores molestos [5].

Entre los compuestos generados durante la descomposicion anaerobia de los purines destaca el
sulfuro de hidrégeno (H,S), considerado uno de los principales responsables de los malos olores
caracteristicos de estas emisiones. En determinadas condiciones, este compuesto puede alcanzar
concentraciones que representan un riesgo para la salud humana y animal. Otro compuesto presente
en concentraciones significativas es el amoniaco (NH3) [13]. En cuanto a los compuestos organicos
volatiles (COV), el indol y el p-cresol han sido identificados como dos de los compuestos mas
representativos de estas emisiones, contribuyendo de manera importante al deterioro de la calidad

del aire y a la generacién de molestias odoriferas en el entorno [14].

Porcentaje de cabezas de ganado porcino por region en Chile

m O Higgins = ValparaisoyRM mBioBio mMaule = AraucaniaylLL

Figura 1-2. Distribucién porcentual de la produccién de ganado porcino en Chile.
Se muestra la distribucion por regiones para el afio 2019, se observa que el 84% de la produccion se concentra
en la region de O Higgins, el 8% en las regiones Metropolitana y de Valparaiso, el 4% en la region del Bio Bio,
3% en la region del Maule y 1% en las regiones de Los Lagos y La Araucania, tomado del informe “la industria

Porcina Oportunidades y Desafios 2019".
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Figura 1-3. Esquema de la zona de cria y engorda de cerdos en una planta de producciéon.
Se observa las habitaciones de los cerdos y los pozos que reciben los purines, ventiladores extraen

continuamente aire de los pozos generando el problema de los malos olores, basado en [15]

Las tecnologias convencionales utilizadas para el tratamiento de emisiones gaseosas industriales
causantes de molestias por olores se basan principalmente en procesos fisicoquimicos, tales como
la absorcién, la adsorcion [16] y la incineracion. Si bien estas tecnologias pueden alcanzar elevadas
eficiencias de remocién, presentan importantes desventajas asociadas a los altos costos de inversion

y operacioén, especialmente cuando deben tratar grandes caudales de aire contaminado [17].

En el ambito de la biotecnologia ambiental, la biofiltracion ha surgido como una alternativa de
tratamiento de bajo costo y elevada eficiencia. Esta tecnologia ha sido ampliamente implementada
para el control de olores provenientes de emisiones gaseosas industriales, ya sea como una
operacion Unica [18] o como una etapa complementaria destinada a remover compuestos residuales
que no han sido eliminados en tratamientos fisicoquimicos previos [19]. No obstante, aunque los
biofiltros suelen alcanzar altas eficiencias de eliminacién de compuestos odorantes y de reduccion
de olor en corrientes con elevadas concentraciones de contaminantes, en numerosos casos el
problema no se resuelve completamente. Esto se debe a la presencia de compuestos que, debido a
sus caracteristicas fisicoquimicas, atraviesan el sistema de tratamiento y, adicionalmente, poseen
umbrales de deteccion olfativa extremadamente bajos, por lo que continlan generando molestias

incluso a concentraciones muy reducidas [20].

Como se ha sefialado anteriormente, los compuestos presentes en las emisiones gaseosas
provenientes de instalaciones industriales generadoras de olores son quimicamente diversos.
Algunos de ellos son relativamente faciles de eliminar debido a su naturaleza hidrofilica, lo que
favorece su rapida absorcion en la pelicula acuosa que recubre el medio filtrante y facilita su posterior
biodegradacion. Entre estos compuestos destacan el amoniaco (NH3) [21] y el sulfuro de hidrogeno
(H2S) [22], Para su tratamiento se han utilizado exitosamente biofiltros de lecho fijo y biofiltros

percoladores o de escurrimiento, alcanzandose elevadas eficiencias de remocion.
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Tradicionalmente, las bacterias han sido los microorganismos mas empleados en este tipo de
sistemas. Entre ellas, el género Thiobacillus destaca por su capacidad para oxidar compuestos
reducidos de azufre [23], mientras que bacterias del género Nitrosomonas son reconocidas por su
capacidad para oxidar amoniaco. Ambos grupos microbianos han demostrado un desempefio
eficiente en el tratamiento biologico de corrientes gaseosas que contienen amoniaco y sulfuro de
hidrégeno [24]. Sin embargo, una limitacion importante en la degradaciéon biolégica de otros
compuestos presentes en las mezclas gaseosas odorantes es su caracter hidrofébico. A diferencia
de los compuestos hidrofilicos, estas sustancias presentan una baja afinidad por la fase acuosa, lo
que dificulta su absorciéon en la biopelicula y reduce significativamente su transferencia de masa
desde la fase gaseosa hacia los microorganismos responsables de su degradacién. Como
consecuencia, la biodisponibilidad de estos compuestos disminuye, limitando su velocidad de
biodegradacién y reduciendo la eficiencia global del biofiltro. Esta situacion suele traducirse en
menores eficiencias de eliminacion de contaminantes odorantes y, por ende, en una reduccion

insuficiente de las molestias por olor [25].

Con el objetivo de mejorar la biodisponibilidad de compuestos hidrofébicos en sistemas biolégicos
de tratamiento, se han propuesto principalmente dos estrategias. La primera corresponde al uso de
biorreactores de particion en dos fases liquidas, en los cuales se incorpora una fase organica
inmiscible con el agua que actia como reservorio de los contaminantes hidrofébicos, favoreciendo
su captura y posterior transferencia hacia los microorganismos degradadores [26]. La segunda
estrategia consiste en la utilizacion de hongos filamentosos, los cuales han demostrado un elevado
potencial para la degradacién de compuestos organicos hidrofébicos presentes en emisiones
gaseosas industriales [27], [28]. En este contexto, se ha demostrado que los hongos presentan una
mayor capacidad de retencién de compuestos hidrofébicos debido a la presencia de proteinas
especificas denominadas hidrofobinas, localizadas en la superficie de su pared celular. Estas
proteinas facilitan la interaccion entre la célula fangica y los contaminantes hidrofébicos,
favoreciendo su captura y aumentando su biodisponibilidad para el microorganismo [29].
Actualmente, se reconocen dos clases principales de hidrofobinas: las de tipo |, presentes tanto en
ascomicetos como en basidiomicetos, y las de tipo Il, descritas exclusivamente en ascomicetos [30].
Debido a sus propiedades anfipaticas, estas proteinas poseen diversas aplicaciones industriales,
entre ellas la dispersion de materiales hidrofébicos en medios acuosos, la inmovilizaciéon de
moléculas sobre superficies sélidas y su utilizacion como agentes antiincrustantes y surfactantes
biolégicos [31], [32]. Adicionalmente, los hongos ligninoliticos o degradadores de madera poseen
mecanismos especializados para la transformacion de compuestos recalcitrantes, basados en la
produccién de un complejo enzimatico extracelular altamente oxidativo. Diversas especies fungicas
productoras de este complejo han sido ampliamente estudiadas debido a su capacidad para
degradar una amplia variedad de contaminantes organicos persistentes [33], [34]. Dentro de este
complejo enzimatico, las lacasas destacan como una de las enzimas mas relevantes en la degradacién
de la lignina y, por consiguiente, han sido ampliamente investigadas por su capacidad para
transformar compuestos aromaticos y otros contaminantes organicos recalcitrantes [35], Aunque
comunmente se reportan pesos moleculares cercanos a 60 kDa, también se han descrito lacasas con
pesos moleculares del orden de 30 kDa [36]. Estas enzimas no son exclusivas de los hongos, ya que

también han sido identificadas en plantas, algunos insectos [37] y bacterias [38]. Sin embargo, las
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lacasas de origen fungico son las que presentan mayor interés biotecnolégico debido a su elevada
actividad catalitica y amplia diversidad. Se han descrito en méas de 60 especies pertenecientes a los
grupos Ascomycetes, Deuteromycetes y Basidiomycetes, siendo los hongos de pudricién blanca de
la madera los principales productores de estas enzimas [39]. Ademas de su aplicaciéon en procesos
de biorremediacion, las lacasas poseen multiples usos industriales en areas como el tratamiento de
efluentes, la industria papelera, la produccién de biocombustibles y la sintesis de compuestos de
interés comercial [40]. Otras enzimas relevantes presentes en el complejo ligninolitico son la lignina
peroxidasa (LiP), la manganeso peroxidasa (MnP) y la manganeso independiente peroxidasa. La
lignina peroxidasa posee un potencial oxidativo comparable al de las lacasas y ha demostrado
capacidad para actuar sobre una amplia gama de compuestos fenélicos y no fendlicos sin requerir
la presencia de mediadores redox [41]. Por su parte, la manganeso peroxidasa participa activamente
en la degradacion de la lignina y presenta actividad sobre diversos sustratos organicos, incluyendo
fenoles, aminas, compuestos no fenodlicos y acidos grasos insaturados [42]. Estas caracteristicas
convierten al sistema ligninolitico fingico en una herramienta de gran interés para la degradacion

biolégica de compuestos odorantes complejos y otros contaminantes organicos persistentes.

Existen numerosos antecedentes que respaldan el uso de hongos en procesos de biotratamiento de
contaminantes organicos. Entre ellos, la especie Pleurotus ostreatus ha sido utilizada para la
degradacion de compuestos fendlicos presentes en aguas residuales [43], De manera similar,
Trametes versicolor ha demostrado capacidad para degradar estos compuestos cuando se encuentra
inmovilizado en soportes vegetales, formando biocompuestos con potencial aplicacion en sistemas
de tratamiento [44]. Por otra parte, Aspergillus fumigatus ha sido estudiado por su capacidad
metabolica para degradar p-cresol [45]. mientras que la degradacién de benzo[a]pireno ha sido
reportada mediante el empleo de Fusarium solani [46]. Esta Ultima especie también ha sido evaluada,
en conjunto con Rhodococcus erythropolis, para el tratamiento de corrientes gaseosas contaminadas
con mezclas de tolueno, benzo[a]pireno y formaldehido [47]. Asimismo, se ha demostrado que la
presencia de Fusarium solani puede modificar los coeficientes de particién entre fases liquidas y
sélidas, favoreciendo la solubilizaciéon y biodisponibilidad de compuestos hidrofébicos [48]. Otros
hongos ligninoliticos, como Anthracophyllum discolor y Stereum hirsutum, han sido empleados en el
tratamiento de residuos lignocelulésicos, demostrando una elevada capacidad para degradar lignina
[49]. Ademas, Anthracophyllum discolor ha sido utilizado exitosamente en procesos de bioadsorcion
y biodegradaciéon de pentaclorofenol [50], [51]. Por otra parte, la inmovilizacién de manganeso
peroxidasa obtenida de esta especie sobre microparticulas de arcilla ha permitido la degradacién de
diversos hidrocarburos aromaticos policiclicos, tales como pireno y antraceno, asi como, en menor

medida, fluorantreno y fenantreno [52].

Los antecedentes descritos evidencian el potencial de los hongos filamentosos para la degradacion
de compuestos organicos hidrofébicos y recalcitrantes, tanto en sistemas acuosos como gaseosos.
En particular, diversos estudios han demostrado que las limitaciones observadas en la remocién
biolégica de olores se relacionan principalmente con la presencia de compuestos hidrofébicos dentro
de mezclas complejas de contaminantes odorantes. Asimismo, se ha establecido que las hidrofobinas
presentes en la superficie de las hifas fungicas favorecen la interaccion y captura de estos

compuestos, aumentando su biodisponibilidad para los microorganismos. A ello se suma la
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capacidad de numerosos hongos ligninoliticos para producir complejos enziméaticos extracelulares

capaces de oxidar y transformar compuestos aromaticos de elevada recalcitrancia.

Considerando estos antecedentes, resulta razonable plantear que una mezcla compleja de
compuestos odorantes, compuesta por contaminantes hidrofilicos e hidrofébicos en proporciones
similares a las presentes en las emisiones gaseosas de una planta de produccién porcina, podria ser
tratada eficientemente mediante un sistema de biofiltracion en dos etapas. En este esquema, una
primera etapa bacteriana estaria destinada a la remociéon de compuestos hidrofilicos, mientras que
una segunda etapa fungica permitiria mejorar la eliminacién de compuestos hidrofébicos y
recalcitrantes. Sobre la base de estos antecedentes, se plantea la siguiente hipotesis de

investigacion.
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HIPOTESIS.

Un sistema de biofiltracion de dos etapas, compuesto por un biofiltro de escurrimiento inoculado
con un consorcio bacteriano para la remocién de compuestos hidrofilicos y un biofiltro fungico de
lecho fijo conectado en serie para la degradacion de compuestos hidrofébicos, permitira tratar
eficientemente una corriente gaseosa contaminada con una mezcla compleja de compuestos
odorantes. La combinacion de ambos sistemas favorecera la eliminaciéon de compuestos hidrofilicos
e hidrofobicos presentes en la emisién, logrando una mayor eficiencia de remocién de olor que la

obtenida mediante una Unica etapa de tratamiento biolégico.

OBJETIVOS DEL ESTUDIO.

Objetivo General.

Caracterizar un sistema de biofiltraciéon de dos etapas a escala piloto, compuesto por dos biofiltros
conectados en serie con un volumen de lecho vacio de 5 L cada uno, para el tratamiento de una
corriente gaseosa que contiene una mezcla de compuestos odorantes modelo hidrofilicos e
hidrofébicos, tales como amoniaco, sulfuro de hidrégeno, indol y p-cresol. El estudio busca evaluar
la biodegradaciéon de estos compuestos y la eliminacién del olor de la corriente gaseosa, permitiendo
comparar el desempeiio del sistema de dos etapas propuesto con el de sistemas operados de
manera independiente, es decir, un biofiltro bacteriano para compuestos hidrofilicos y un biofiltro

fungico para compuestos hidrofébicos.
Objetivos Especificos.

Para este estudio se han propuesto los siguientes objetivos especificos:

e Seleccionar microorganismos con capacidad de degradacion de compuestos odorantes
hidrofilicos (amoniaco y sulfuro de hidrégeno) e hidrofébicos (indol y p-cresol), para su

aplicacién en un sistema de biofiltracién de gases.

e Determinar la carga maxima de compuestos odorantes tratable a escala piloto mediante
biofiltros operados de forma independiente: uno colonizado por bacterias para la
eliminacién de compuestos hidrofilicos y otro colonizado por hongos para la degradacion
de compuestos hidrofobicos, evaluando la reduccién del olor mediante valores de actividad
odorante (OAV).

e Evaluar la carga maxima de compuestos odorantes tratable a escala piloto mediante un
sistema de dos biofiltros conectados en serie, donde el primer reactor esté colonizado por
bacterias y el segundo por hongos, para el tratamiento de una mezcla de compuestos
hidrofilicos e hidrofébicos (amoniaco, sulfuro de hidrégeno, indol y p-cresol), evaluando la

reduccion del olor mediante valores de actividad odorante (OAV).

e |dentificar la presencia y actividad del complejo enziméatico asociado a la biodegradacién de

compuestos hidrofébicos odorantes en el biofiltro colonizado por hongos.
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2 REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1 COMPUESTOS ODORANTES EN EMISIONES GASEOSAS INDUSTRIALES.

2.1.1 Antecedentes de las emisiones odorantes.

El olor ha sido definido por la Real Academia Espafiola como la impresién que los efluvios producen
en el sentido del olfato. Desde una perspectiva biolégica, el sistema olfativo cumple una funcién
adaptativa relevante, ya que permite obtener informacién del entorno y advertir sobre posibles
situaciones de riesgo o peligro [53]. No obstante, en la sociedad contemporanea se observa una
tendencia predominante hacia la minimizacién de los olores en la mayoria de las actividades
cotidianas, reservandose su aceptacién principalmente para fragancias o compuestos percibidos

como agradables [54].

En el ambito de la ingenieria y las ciencias ambientales, la contaminacién es definida por el
Parlamento Europeo como la introduccién directa o indirecta, como resultado de la actividad humana,
de sustancias, energia (incluyendo calor, ruido o vibraciones) en el aire, agua o suelo, que puedan
generar efectos perjudiciales para la salud humana o el medio ambiente, o bien afectar
negativamente el uso y disfrute legitimo de estos recursos [55]. En este contexto, la contaminacién
por olores se refiere a la exposicién a emisiones odorantes desagradables asociadas a actividades
humanas que liberan compuestos volatiles al ambiente, los cuales pueden deteriorar la calidad del

aire y afectar el bienestar de la poblacién expuesta [56].

La Revolucion Industrial constituyé un punto de inflexion en la historia de la contaminacion
ambiental, debido al aumento significativo en la diversidad y concentracién de contaminantes
liberados al ambiente [57]. Diversos estudios han establecido asociaciones entre la exposiciéon a
contaminacién atmosférica y el incremento en la incidencia de enfermedades en la poblacién, ademas
de proponer estrategias generales de mitigacion basadas en la reduccion de emisiones. En este
contexto, Chile ha sido identificado como uno de los paises con mayores impactos en salud asociados
a contaminacion del aire en Sudamérica, con estimaciones de aproximadamente 240 muertes por
millén de habitantes atribuibles a esta causa [58]. Si bien la contaminacién por sustancias odorantes
no ha sido asociada de manera consistente con efectos letales o enfermedades graves, si constituye
un problema relevante de calidad ambiental, debido a las molestias significativas que genera en la

poblacion expuesta y su impacto en la calidad de vida.
2.1.2 Resena de la contaminacién por olores en el ambito nacional.

Como se ha indicado previamente, en Chile, de acuerdo con el informe “Antecedentes de la
Regulacion de Olores en Chile” [59], se han identificado aproximadamente 2.000 establecimientos
con actividades potencialmente generadoras de molestias por olores. Entre los principales procesos
asociados a este tipo de impacto se encuentran las plantas de tratamiento de aguas residuales, las
instalaciones de crianza y engorda de animales, las curtiembres, los mataderos, las plantas de
procesamiento de grasas, las plantas de celulosa, la industria pesquera y de procesamiento de

productos del mar, asi como los rellenos sanitarios.
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La generacién de molestias odorantes en estos sectores se relaciona principalmente con el elevado
volumen de emisiones, la proximidad a zonas residenciales y la duracién de los eventos de emision.
En este contexto, las instalaciones de crianza y engorda de animales, junto con las plantas de
tratamiento de aguas residuales, constituyen las fuentes mas relevantes de reclamos por parte de la
poblacién [60].

Diversos casos han evidenciado el impacto social de este tipo de contaminacién en Chile. Por
ejemplo, las plantas productoras de harina de pescado en la ciudad de San Antonio generaron
molestias significativas a mediados de la década de 1990, principalmente asociadas al
almacenamiento de materia prima previo a su procesamiento [61], [62]. Asimismo, la planta de
tratamiento de aguas servidas La Farfana, ubicada en la comuna de Maipu, Regién Metropolitana,
produjo episodios de molestia odorante en la poblacién durante el afio 2003 [63]. Mas
recientemente, el caso de la planta de produccién porcina de la empresa Agrosuper, emplazada en
la comuna de Freirina, evidenci6 severos problemas de contaminacion por olores desde el afio 2010,

lo que culminé con el cierre definitivo de las instalaciones en diciembre de 2012 [11].

2.1.3 Caracterizacion quimica de emisiones olorosas.

Existe una amplia gama de compuestos quimicos responsables de la contaminaciéon por olores
asociados a emisiones provenientes de procesos industriales. Si bien en el ambito de la produccion
animal estos compuestos presentan una naturaleza quimica diversa, todos ellos tienen su origen
comun en la descomposicién biolégica de la materia organica, particularmente en procesos de

digestion anaerobia [3], [4].

Como se ha sefalado previamente, estos compuestos pueden clasificarse segin su naturaleza
quimica en tres grandes grupos:

e Compuestos nitrogenados volatiles (VNC): entre los que se encuentran el amoniaco (NH3),
aminas y pirazinas.

e Compuestos volatiles de azufre reducido (VRSC o TRS): entre los que destacan el sulfuro de
hidrégeno (H,S) y diversos mercaptanos, como metilmercaptano, dimetil sulfuro y dimetil
disulfuro.

e Compuestos orgéanicos volatiles (COV): que incluyen acidos grasos de cadena corta, como
acido butirico, isovalérico y hexanoico; ademas de alcanos, alquenos (incluidos terpenos),

compuestos aromaticos y heterociclicos aromaticos.

Estos compuestos no solo difieren en su estructura quimica, sino también en sus propiedades
fisicoquimicas, tales como la constante de Henry, la solubilidad en agua y la hidrofobicidad. Esta
ultima esté relacionada con la polaridad molecular y su capacidad de interacciéon con el agua, y suele

expresarse mediante el coeficiente de particién octanol/agua (log Kow) [64].

La Tabla 2.1 presenta algunos de estos compuestos junto con sus propiedades fisicoquimicas,
incluyendo el log Kow como indicador de su hidrofobicidad. A partir de esta informacién se observa

la existencia de compuestos con distintos grados de hidrofobicidad, desde compuestos

19



relativamente hidrofilicos hasta otros fuertemente hidrofébicos, como el tolueno, incluido en la tabla

a modo de referencia comparativa.

Tabla 2-1 Compuestos volatiles en emisiones gaseosas industriales que causan molestias.
Basado en [4], [65], [66]

Compuesto Temperatura Constante Solubilidad Log Kow Umbral Percepcion
fusion/ebullicion Henry agua [g/L] olfativo
[°C] (mol/m3Pa) (1g/m3)

Compuestos Nitrogenados Volatiles

Amoniaco -33.3 0,59 Miscible -2,66 1000000 Orina
Trimetilamina 2,9 0,099 Miscible 0,27 30 Pescado
Piridina 115,2 1,1 Miscible 0,76 40 Agrio,
podrido
Compuestos Volatiles Sulfurados Reducidos
Sulfuro de hidrogeno -60,7 0,001 Miscible 0,5 25,7 Huevos
podridos
Dimetil sulfuro 38 0,0053 20,5 10-3 0,92 2,5 Repollo
sulfuroso
Dimetil disulfuro 109,7 0,0058 2,5 10-3 1,77 47,9 Podrido
Compuestos Organicos Volatiles: Acidos Grasos Volatiles
Acido butirico 163,5 47 Miscible 0,79 145 Vomito,
picante
Acido isovalérico 176,5 27 40 1,21 6,9 Agrio, sudor
Acido hexanoico 3 13 10,82 1,84 5 Chivo
Acido decanoico 31 6,5 4,09 4,09 61 Rancio

Compuestos Organicos Volatiles: Compuestos Aromaticos

Tolueno 110,6 0,0016 0,47 2,73 80 Dulce,
benceno

Para cresol 202,5 3,158 24 @40°C 1,98 0,04 Corral,

animal

Compuestos Organicos Volatiles: Compuestos Aromaticos Organico-Heterociclicos

Indol 52 / 254 0,16 1,9 @20°C 2,14 0,6-7,1 Nafta
fecas
3-metilindol 266 4,7 0,5 2,26 0,05-6,4 Fecas

En este tipo de emisiones se encuentran, ademas, numerosos compuestos organicos volatiles (COV)
tanto hidrofilicos como hidrofébicos, muchos de los cuales no presentan caracter odorante. No
obstante, algunos de estos compuestos inodoros comparten similitudes estructurales con
compuestos odorantes relevantes. Ejemplos de ello son el fenol y su analogo estructural p-cresol (4-
metilfenol), asi como el naftaleno en relacion con el indol (2,3-benzopirrol), lo que sugiere posibles

relaciones entre estructura quimica y comportamiento odorante.

La caracterizacion quimica de este tipo de emisiones se complementa con métodos orientados a la
cuantificacion de olores molestos. En este contexto, se ha avanzado en la correlacion entre la
intensidad del olor y el tono hedénico con el nivel de molestia percibido por la poblacién expuesta,
lo que ha contribuido al desarrollo y ajuste de criterios normativos de evaluaciéon de olores, como

ha ocurrido en paises como Alemania [67], [68].

En cuanto a la regulacién de emisiones odorantes en Chile, en 2018 se inici6 el proceso de

elaboracién de la primera norma de emision de olores, cuyo resultado fue promulgado y entré en
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vigencia el 6 de febrero de 2023 mediante el Decreto Supremo N° 9/2022 del Ministerio del Medio
Ambiente. Esta normativa constituye el primer instrumento regulatorio nacional especifico para la
emision de olores en planteles porcinos, estableciendo exigencias diferenciadas en funcion del

tamano de las instalaciones.

2.1.4 Cuantificacién del olor

En Chile, la medicién de olores puede realizarse mediante la norma NCh3190, homologacién directa
de la norma europea EN 13725:2022. Esta norma estandariza el método de olfatometria dinamica,
el cual utiliza el olfato humano como instrumento de medicién bajo condiciones estrictamente
controladas de laboratorio, con el objetivo de reducir la subjetividad inherente a la percepcion

olfativa.

El procedimiento comienza con la toma de muestra en la fuente emisora. El aire odorante se recolecta
en bolsas fabricadas con materiales inertes, disefiados para no adsorber ni emitir compuestos que
interfieran con la muestra. Posteriormente, la muestra es evaluada mediante un panel de personas
seleccionadas y calibradas, el cual actia como sistema de deteccion sensorial. Esto se debe a que
los métodos analiticos instrumentales tradicionales, como la cromatografia, no siempre permiten
reproducir adecuadamente la percepcion humana frente a mezclas complejas de compuestos

odorantes.

Los panelistas son seleccionados y entrenados utilizando como gas de referencia el n-butanol,
debiendo presentar una sensibilidad olfativa dentro de rangos definidos (ni hiposmia ni
hipersensibilidad). Ademas, deben cumplir condiciones de control previo a las mediciones, tales
como no fumar, evitar el uso de perfumes y no consumir café u otras sustancias que puedan alterar

la percepcion olfativa.

La medicion se realiza mediante un olfatobmetro dinamico, equipo en el cual la muestra odorante se
mezcla inicialmente con aire limpio y filtrado mediante carbén activado, de modo que la
concentracién percibida resulte imperceptible para los panelistas. Posteriormente, el sistema
incrementa progresivamente la proporcién de muestra en la mezcla, reduciendo la diluciéon hasta
alcanzar el umbral de deteccién, definido como el punto en el cual el panelista percibe una diferencia
entre el aire de referencia y el aire con olor. El ensayo continda hasta que se obtiene la respuesta

del panel bajo criterios estadisticos establecidos.

El resultado se expresa en Unidades de Olor Europeas por metro cubico (ouE/m?3), definidas como la
cantidad de contaminante odorante necesaria para que el 50 % de un panel de evaluadores sea
capaz de detectar su presencia. En términos practicos, si una muestra debe diluirse n veces con aire
limpio para alcanzar el umbral de deteccion, se considera que su concentracién original es de n

unidades de olor.

Otra metodologia para la evaluacion de impacto odorante se basa en el concepto de Valor de

Actividad de Olor (OAV, Odor Activity Value). A diferencia de la olfatometria dinamica, este enfoque
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no evallUa directamente una muestra de aire mediante un panel humano, sino que combina anélisis

quimico instrumental con informacién sensorial de referencia.

El OAV se define como el cociente entre la concentracion de un compuesto en una muestra y su
umbral de deteccion olfativa (odor threshold value), determinado previamente mediante ensayos con
paneles humanos y recopilado en bases de datos estandarizadas [69]. El resultado corresponde a
un valor adimensional que permite estimar la contribucién potencial de cada sustancia al impacto

odorante total.

Cuando el OAV de un compuesto es menor que 1, su concentraciéon se encuentra por debajo de su
umbral de percepcion olfativa y, por lo tanto, no se espera que contribuya significativamente al olor
percibido. Por el contrario, los compuestos con valores de OAV elevados son considerados los
principales contribuyentes al olor de una mezcla, y suelen denominarse “compuestos clave del

aroma” o “odorantes principales”.

Si bien la relacién entre el Valor de Actividad de Olor (OAV) y la olfatometria dinamica no ha sido
completamente dilucidada, Rincon et al. [69] evaluaron la viabilidad del OAV como herramienta para
predecir la concentracion de olor (ouE/m3). En este estudio, se analizaron muestras de gas mediante
técnicas instrumentales (GC/MS) y olfatometria dinamica conforme a la norma EN 13725,
considerando un total de 22 compuestos odorantes.

Los valores de OAV obtenidos fueron correlacionados con las concentraciones de olor medidas
experimentalmente, observandose correlaciones lineales moderadas, con coeficientes de
determinacion (R?) en el rango de 0,67 a 0,73. Estos resultados sugieren que el OAV puede constituir
una herramienta util como aproximacién predictiva del impacto odorante, aunque su capacidad de

prediccion depende de la complejidad de la mezcla y de las interacciones entre compuestos.

2.1.5 Tecnologias de eliminacién de contaminantes odorantes.

Los métodos para el control de compuestos organicos volatiles (COV) en emisiones provenientes de
fuentes fijas pueden clasificarse en dos grandes grupos: métodos fisicoquimicos y métodos
biolégicos, los cuales pueden aplicarse de manera independiente o combinada con el objetivo de

mejorar la eficiencia global de remocién de los contaminantes.

La seleccién de una tecnologia de tratamiento o de una estrategia integrada depende de multiples
factores asociados tanto a las caracteristicas del contaminante como a las condiciones del flujo
gaseoso. Entre estos se incluyen la concentraciéon de los compuestos, sus propiedades fisicas y
quimicas, su corrosividad, abrasividad y toxicidad, asi como variables operacionales como la
temperatura, presién y humedad de la corriente gaseosa. En el caso de corrientes que contienen

material particulado, también se debe considerar la distribucién de tamafos de particula.

Adicionalmente, es relevante evaluar la factibilidad de tratamientos térmicos, como la incineracion,
cuando las caracteristicas del contaminante lo permiten. Finalmente, la selecciéon del sistema de

tratamiento debe considerar aspectos econémicos que aseguren la viabilidad del proceso en el
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tiempo, asi como el cumplimiento de las exigencias normativas vigentes orientadas a la reduccién

del impacto ambiental y a la calidad del aire emitido.

2.1.6 Métodos fisicoquimicos.

Los métodos fisicoquimicos utilizados para el control de contaminantes presentes en corrientes
gaseosas, tales como SO,, NOy, ozono, CO y compuestos organicos volatiles (COV), incluyen

principalmente los procesos de absorcion, adsorcién, condensacién y oxidacién catalitica o térmica.

Si bien estas tecnologias presentan elevadas eficiencias de remocién en diversas aplicaciones,
también presentan limitaciones importantes. En muchos casos, el contaminante no es destruido, sino
transferido a otra fase, lo que genera la necesidad de gestionar residuos secundarios.
Adicionalmente, estos sistemas suelen implicar un alto consumo de agua, energia o combustibles, lo
que se traduce en elevados costos de inversiéon y operacion. En particular, los procesos de absorcién
pueden generar efluentes liquidos que requieren tratamiento posterior; los sistemas de adsorcién
requieren regeneracion o disposicion del material adsorbente; y los procesos de incineracion
demandan altas temperaturas y suministro continuo de combustible. A pesar de estas limitaciones,
constituyen tecnologias de alta eficiencia y, en algunos casos, representan la Unica alternativa

técnicamente viable para el tratamiento de determinadas emisiones.

2.1.6.1 Incineracién u oxidacion.

En el proceso de incineracién, el gas que contiene el contaminante es capturado, precalentado y
posteriormente oxidado a altas temperaturas, lo que generalmente requiere la presencia de un
combustible auxiliar en el sistema [70]. Estos sistemas presentan eficiencias de eliminacién
superiores al 95 % [71]. y se clasifican en dos tipos principales: oxidacién térmica y oxidacién
catalitica [72].

La principal desventaja de esta tecnologia esta asociada al costo operativo, derivado del consumo

de combustible y, en el caso de la oxidacién catalitica, de la disponibilidad y vida util del catalizador.

El esquema basico de funcionamiento de este tipo de equipos se presenta en la Figura 2-1.
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Figura 2-1. Esquema de funcionamiento de incineradores para eliminar olores.
A la izquierda se muestra un incinerador horizontal sin catalizador, a la derecha se muestra un incinerador

vertical con un catalizador. (Elaboracién propia 2024).

2.1.6.2 Absorcion.

La absorcién es un proceso de transferencia de masa en el cual un contaminante presente en una
corriente gaseosa es transferido hacia una fase liquida, impulsado por un gradiente de concentracion.
Los absorbentes utilizados pueden incluir agua, soluciones alcalinas como hidréxido de sodio, e

incluso hidrocarburos, dependiendo de la naturaleza del compuesto a remover.

Estos sistemas operan generalmente en configuracion de contracorriente, lo que favorece la
eficiencia de transferencia de masa entre fases. En términos de desempefio, pueden alcanzar
eficiencias de remocion entre 70 % y 99 % [73],[74].

Una de las principales limitaciones de esta tecnologia es la generacién de una corriente liquida
residual que contiene los contaminantes absorbidos, la cual requiere tratamiento o disposicion

posterior adecuada [75].

2.1.6.3  Adsorcion.

En el proceso de adsorcion, las moléculas del contaminante presentes en la fase gaseosa se
transfieren hacia la superficie de un sélido, donde son retenidas mediante fuerzas intermoleculares
débiles, principalmente de naturaleza electrostatica o de Van der Waals. El adsorbente mas
ampliamente utilizado es el carbén activado [76] ; sin embargo, actualmente se investigan otros
materiales carbonosos y de ingenieria para la remocién de compuestos organicos volatiles (COV)
[77], (78]
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Este proceso puede alcanzar eficiencias de remocién entre 95 % y 98 %. No obstante, una de sus
principales limitaciones es el costo asociado a la regeneraciéon o reemplazo del material adsorbente

una vez saturado [79].

La Figura 2-2 muestra un esquema representativo de los sistemas de absorcién y adsorcion.

Entrada de
Liquido
Absorbente
_ Salida de
> Aire Limpio
Salida de
Aire Limpio
Rlellerlo Material
Aleatoreo Adsorbente
\ A
Entrada Y b
y 3
Entra_da de Aire ‘{
e Aire ] Contaminado
Contaminado
Salida de
Liquido
Absorbente

Figura 2-2. Esquema de funcionamiento de los procesos de absorcion y adsorcion.
A la izquierda torre de absorcién en contracorriente rellena con un relleno aleatorio, el liquido puede contener
compuestos que reaccionan con el contaminante, a la derecha esquema de funcionamiento de un sistema de
adsorcion, mientras uno de los reactores esta operando el otro estd renovando o limpiando el material

adsorbente (Elaboracién propia 2024).

2.1.6.4 Condensacion.

Este proceso implica la transferencia del contaminante desde la fase gaseosa hacia la fase liquida
mediante un cambio de fase inducido por el aumento de la presion, la disminucion de la temperatura
o la combinacion de ambos efectos. En estos sistemas se han reportado eficiencias de remocién del
orden del 90 % [80].

Esta tecnologia resulta particularmente Util cuando el contaminante presenta valor comercial o puede

ser recuperado como subproducto, transformandose en un insumo potencialmente aprovechable

dentro del proceso industrial [81].
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2.1.7 Métodos biolégicos.

El tratamiento biolégico de compuestos quimicos consiste en la exposicion de efluentes
contaminados a un medio biolégicamente activo constituido por microorganismos o consorcios
microbianos capaces de metabolizar, total o parcialmente, los contaminantes presentes,
transformandolos en productos de menor o nulo impacto ambiental, tales como diéxido de carbono,
agua, compuestos inorganicos y biomasa [82]. La eficiencia de estos procesos esta fuertemente
condicionada por la biodegradabilidad de los compuestos, observandose una mayor susceptibilidad
a la degradacién en sustancias de origen natural, mientras que los compuestos xenobibticos,
caracterizados por estructuras quimicas no presentes de forma natural en el ambiente, tienden a

presentar una mayor recalcitrancia [83].

En este contexto, los sistemas biolégicos de tratamiento de aire se consideran tecnologias
ambientalmente sostenibles, debido a su reducido consumo energético, su operaciéon en condiciones
moderadas de temperatura, presion y pH, y la ausencia de reactivos quimicos peligrosos.
Adicionalmente, los microorganismos utilizados pueden ser gestionados sin generar impactos
ambientales significativos. En comparacién con tecnologias convencionales como la incineracion,
estos sistemas presentan una menor huella de carbono, dado que no requieren el aporte de

combustibles externos para su operacion [84].

No obstante, una limitacion fundamental de estos sistemas corresponde a la transferencia del
contaminante desde la fase gaseosa hacia la fase liquida o hacia la biopelicula donde se localizan
los microorganismos responsables de la degradaciéon. Asimismo, su funcionamiento requiere
condiciones aerébicas que permitan la oxidacion completa de los contaminantes hasta productos

finales estabilizados.

Entre las tecnologias disponibles, los biofiltros de lecho fijo constituyen una de las alternativas mas
empleadas. Estos sistemas consisten en biorreactores en los cuales una corriente gaseosa
contaminada atraviesa un medio de soporte sélido de naturaleza orgéanica, previamente inoculado
con microorganismos degradadores. Dicho material no solo actia como soporte para el desarrollo
de biopeliculas, sino que también puede aportar nutrientes esenciales para el crecimiento
microbiano, de modo que sus propiedades fisicas y quimicas influyen directamente en el rendimiento

del proceso [85].

En aplicaciones industriales, particularmente en el tratamiento de emisiones gaseosas provenientes
del procesamiento de productos de origen animal, estos sistemas han demostrado una elevada
eficiencia de remocién [86], [87]. Sin embargo, su desempefio puede verse limitado por la
disponibilidad de nutrientes y por un control inadecuado del pH [4]. En cuanto a los materiales de
soporte, se han utilizado residuos vegetales como fibra de coco en combinacién con turba y compost
[66], asi como astillas de madera. En este ultimo caso, se ha reportado que tamafios de particula
superiores a 20 mm contribuyen a disminuir la caida de presion en el lecho, mejorando asi las

condiciones hidraulicas de operacion del sistema [88].
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Los biofiltros de lecho fijo organico presentan diversas ventajas en comparacién con las tecnologias
tradicionales de tratamiento, destacando su baja complejidad tanto en la instalacién como en la
operacion. En términos generales, no generan productos téxicos secundarios; sin embargo, pueden
formarse compuestos intermedios asociados a la actividad metabédlica de los microorganismos [5].
Asimismo, se caracterizan por un bajo requerimiento energético, aunque demandan la sustitucion

o renovacion periddica del lecho organico.

Como principal desventaja, estos sistemas presentan dificultades para mantener variables
operacionales como la temperatura, la humedad y el pH en rangos 6ptimos para el desarrollo de
la microbiota, lo que puede provocar una disminuciéon en su eficiencia y en su capacidad de

eliminacién de contaminantes.

AIRE LIMPIO NUTRIENTES
HUMIDIFICADOR T J
Lttt et rrrrrtd
SOPORTE
ORGANICO
DESAGUE
ENTRADA DE RESIDUOS
DEL GAS LIQUIDOS
Lttt rtititile-

Figura 2-3. Esquema de un biofiltro de lecho fijo para el tratamiento de gases.
El sistema recibe el aire contaminado por la parte inferior el cual pasa el lecho del equipo, el contaminante
entra en contacto con microorganismo que metabolizan el contaminante y lo convierte en productos inocuos,

el soporte organico generalmente aporta nutrientes para los microorganismos, basado en Sheridan et al. [88].

La segunda tecnologia corresponde a los biofiltros de lecho escurrido, los cuales son similares a los
biofiltros de lecho fijo y también se emplean para el tratamiento de emisiones gaseosas. Sin embargo,
a diferencia de estos ultimos, el material de soporte suele ser de naturaleza sintética, sobre el cual
se desarrolla la biopelicula microbiana. Dado que dicho soporte no aporta nutrientes, se recircula
continuamente una soluciéon enriquecida con nutrientes esenciales para el crecimiento de los

microorganismos a través del sistema.
En estos equipos, los contaminantes en fase gaseosa ingresan en contracorriente y son transferidos

al liquido recirculante, donde quedan biodisponibles para su posterior degradacion biolégica por

parte de los microorganismos [22].
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Figura 2-4. Esquema de un biofiltro de lecho escurrido.
El sistema recibe el aire contaminado por la parte inferior el cual pasa el lecho del equipo, el contaminante
entra en contacto con microorganismo (degradadores) que metabolizan el contaminante y lo convierte en
productos inocuos, una corriente liquida recircula continuamente por el equipo aportando agua y nutrientes.

Basado en, Deshusses et al [22].

Esta tecnologia ha sido ampliamente empleada en el tratamiento de emisiones gaseosas en plantas
de tratamiento de aguas residuales, alcanzando eficiencias de remocion superiores al 95% [89]. En
estudios relacionados con el tratamiento de olores en plantas de crianza de animales, estos biofiltros
han demostrado una adecuada capacidad de eliminacion de amoniaco, del orden del 79%,; sin
embargo, presentan una menor eficiencia en la remocién de olores, cercana al 45%, lo cual se asocia
a la presencia de compuestos hidrofébicos en la corriente gaseosa [90]. En experiencias realizadas
en plantas de compostaje, se han reportado eficiencias de remocién de amoniaco del 94% y de
olores del 86% [91].

Mediante el control de la fase liquida recirculante es posible ajustar variables operacionales como la
temperaturay el pH, asi como suplir o incrementar las concentraciones de nutrientes requeridos para
el 6ptimo desarrollo de los microorganismos. No obstante, la alta dependencia del control de estas
variables constituye también una desventaja, ya que fallas operacionales en la regulacion de la fase
liquida pueden afectar severamente el sistema e incluso provocar la pérdida total de la actividad

microbiana [22].

En ambas tecnologias, los contaminantes gaseosos deben transferirse desde la fase gaseosa hacia
la fase liquida o hacia la biopelicula desarrollada sobre el soporte del biofiltro. Posteriormente, estos
compuestos son adsorbidos por la biopelicula y finalmente degradados por los microorganismos. En
el caso de los biofiltros de lecho fijo, parte del contaminante debe adicionalmente difundirse desde

el material de soporte hacia la biopelicula.
En este contexto, cobra especial relevancia el analisis de los fendmenos de transferencia de masa,

considerando parametros como el tiempo de residencia, la fracciéon de vacios del material de soporte,

las velocidades de flujo, la posible formacion de caminos preferenciales en el sistema, asi como la
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solubilidad del contaminante en fase acuosa. Estos aspectos adquieren particular importancia cuando
se trata de compuestos hidrofébicos, cuya eliminacién resulta mas compleja, lo que exige la
optimizacién de las condiciones de operacién para maximizar el desempeno de estos sistemas [15],
[25].

2.1.7.1  Compuestos y microorganismos de interés en la eliminacién de olor.

Entre la amplia variedad de compuestos identificados como responsables de la generacién de malos
olores, destacan los compuestos hidrofilicos amoniaco (NH3) y acido sulfhidrico (H,S), debido a su
elevada contribucion al impacto odorante asociado a diversas actividades industriales y
agropecuarias. Asimismo, dentro de los compuestos hidrofébicos de importancia se encuentran el
indol y el p-cresol, compuestos asociados principalmente a la degradacién anaerobia de materia

organica y a las emisiones provenientes de residuos animales [13].

El amoniaco (NH3) es un gas incoloro a temperatura ambiente, caracterizado por presentar un olor
penetrante e irritante. Se genera naturalmente mediante la degradacién de materia organica
nitrogenada, procesos metabodlicos de microorganismos presentes en el suelo, actividad vegetal y
descomposicién de residuos animales. Ademas, posee una importante generacién antropogénica
asociada a actividades industriales y agropecuarias, destacando los sistemas de tratamiento de aguas
residuales, la produccién animal intensiva, especialmente en instalaciones de cria y engorda, y el uso

de fertilizantes nitrogenados.

Este compuesto presenta una elevada solubilidad en agua debido a su caracter polar, lo que favorece
su transferencia desde la fase gaseosa hacia medios acuosos. En condiciones ambientales, el
amoniaco gaseoso posee una densidad relativa aproximada de 0,6 respecto al aire y su punto de
ebullicién corresponde a -33,3 °C [92]. En sistemas de produccion animal, su formacién esta

principalmente asociada a la hidrélisis de la urea presente en la orina.

El sulfuro de hidrogeno (H.S) es un gas incoloro, inflamable y altamente toxico en concentraciones
elevadas, reconocido por su caracteristico olor a huevos podridos. Debido a su bajo umbral de
deteccion olfativa, puede ser percibido por el ser humano a concentraciones cercanas a 0,0005 ppm;
sin embargo, exposiciones a concentraciones mayores pueden provocar fatiga olfativa y pérdida
temporal de la capacidad de percepcién del olor, aumentando considerablemente el riesgo para las
personas expuestas [93].

El H,S se encuentra presente de forma natural en ambientes asociados a actividad volcanica, fuentes
termales sulfurosas, emanaciones submarinas y depésitos de hidrocarburos. Entre sus principales
fuentes antropogénicas se encuentran las refinerias de petréleo, plantas de procesamiento de gas
natural, industrias petroquimicas, plantas de celulosa, instalaciones de produccién animal, industrias
alimentarias y curtiembres. Su generacién en residuos agropecuarios esta asociada principalmente a

la degradacién anaerobia de compuestos azufrados por microorganismos sulfato reductores.

Debido a sus propiedades quimicas, tanto el NH; como el H,S presentan una alta afinidad por fases

acuosas, caracteristica que permite su tratamiento mediante tecnologias biolégicas como biofiltros,
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donde microorganismos especializados transforman estos contaminantes en compuestos menos

perjudiciales.

Respecto a los estudios de remocién asociados a estos compuestos, la eliminaciéon biolégica de
compuestos azufrados y nitrogenados ha sido ampliamente investigada mediante diferentes
configuraciones de sistemas de biofiltraciéon. En este contexto, se han reportado elevadas eficiencias
de eliminacién para compuestos reducidos de azufre y nitrégeno, tanto en sistemas de laboratorio

como a escala piloto e industrial.

La remocién de disulfuro de metilo mediante un biofiltro utilizando bagazo de cafia como material
soporte e inoculado con Hyphomicrobium VS alcanzé una eficiencia de eliminacion del 97,6 %, con

una capacidad de eliminacion de 0,61 (g/m3-h) [94].

Asimismo, se ha estudiado la eliminacién simultanea de acido sulfhidrico y dimetil sulfuro mediante
dos biofiltros conectados en serie, demostrando la capacidad de estos sistemas para tratar corrientes

gaseosas con multiples compuestos odorantes [95].

En el caso especifico del acido sulfhidrico, se han reportado eficiencias de eliminaciéon cercanas al
99 % en biofiltros bacterianos utilizando espuma de poliuretano como medio soporte, evaluados a
escala piloto [96], Estos resultados evidencian la elevada capacidad de los microorganismos sulfo-
oxidadantes para transformar el H,S en productos menos toxicos, principalmente sulfatos y azufre

elemental.

Por otra parte, la eliminacion de amoniaco mediante sistemas biolégicos también ha mostrado
resultados favorables. A escala piloto, un biofiltro percolador utilizado para el tratamiento de gases
provenientes de una planta de compostaje alcanzé eficiencias de eliminacién cercanas al 95 % para

este compuesto [91].

Ademas, se ha investigado la eliminacién conjunta de amoniaco y acido sulfhidrico mediante sistemas
compuestos por dos biofiltros conectados en serie, utilizando bacterias coinmovilizadas. Estos
sistemas alcanzaron eficiencias de eliminacién del 100 %, demostrando la factibilidad del empleo
de consorcios microbianos especializados y la utilizacion de un mismo medio de recirculaciéon para
el tratamiento simultaneo de contaminantes nitrogenados y azufrados [97], A escala industrial, la
aplicaciéon de biofiltracion para la eliminacién de amoniaco en corrientes gaseosas que contienen
multiples compuestos ha reportado eficiencias cercanas al 80 % para este contaminante. Sin
embargo, cuando se evalla la reduccién global de olor, las eficiencias disminuyen aproximadamente
al 49 %, debido principalmente a la presencia de compuestos hidrofébicos, como indoles y fenoles,
cuya baja solubilidad limita su transferencia hacia la fase acuosa y, por lo tanto, su biodegradaciéon

dentro del sistema [90].
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Dentro de los microorganismos evaluados para la eliminacién biolégica de amoniaco y éacido
sulfhidrico destacan diversas especies bacterianas con capacidad metabdlica para transformar
compuestos reducidos de nitrégeno y azufre. Entre ellas se encuentra Thiobacillus thioparus, una
bacteria gramnegativa perteneciente al género Thiobacillus, reconocida por su capacidad para oxidar
compuestos inorganicos reducidos de azufre mediante un metabolismo quimiolitotréfico, utilizando
estos compuestos como fuente de energia. Algunas especies pertenecientes a este género también
han sido empleadas en procesos de biolixiviaciéon de minerales sulfurados debido a su capacidad
oxidativa [98].

Thiobacillus thioparus presenta una morfologia bacilar y generalmente posee un unico flagelo que le
confiere movilidad. Es una bacteria meséfila, cuyo crecimiento 6ptimo se encuentra habitualmente
entre 20 y 40 °C. Durante la oxidacién de compuestos reducidos de azufre, como el sulfuro de
hidrégeno, azufre elemental o tiosulfato, puede generar sulfato como producto final, aunque
dependiendo de las condiciones ambientales también pueden acumularse compuestos
intermediarios de azufre. Esta capacidad metabélica convierte a esta especie en un microorganismo
de interés para sistemas de tratamiento biolégico de gases contaminados con compuestos

azufrados.

Por otra parte, Nitrosomonas europaea es una bacteria nitrificante perteneciente al grupo de las
bacterias oxidantes de amonio (AOB, por sus siglas en inglés), cuya principal funcion metabdlica
corresponde a la oxidacion del amonio (NH,*) a nitrito (NO;"), utilizando esta reaccién como fuente
de energia para su crecimiento. Se encuentra ampliamente distribuida en ambientes naturales y
antropogénicos, incluyendo suelos, aguas residuales, superficies expuestas a contaminacion

nitrogenada y sistemas de tratamiento biolégico.

Esta bacteria presenta metabolismo aerébico y requiere oxigeno molecular para llevar a cabo el
proceso de nitrificacion. Su desarrollo ocurre preferentemente en condiciones de pH moderado a
ligeramente alcalino, generalmente entre 6 y 9, y presenta temperaturas 6ptimas de crecimiento
cercanas a 20-30 °C [99]. Debido a su capacidad para reducir las concentraciones de amoniaco en
corrientes gaseosas, Nitrosomonas europaea ha sido ampliamente estudiada como microorganismo
modelo en biofiltros y biofiltros percoladores destinados al tratamiento de emisiones provenientes

de actividades agropecuarias e industriales.

La utilizacion conjunta de microorganismos sulfo-oxidantes, como Thiobacillus thioparus, y bacterias
nitrificantes, como Nitrosomonas europaea, permite el desarrollo de consorcios microbianos capaces
de tratar simultaneamente compuestos reducidos de azufre y nitrégeno. Esta estrategia resulta
especialmente relevante en emisiones provenientes de instalaciones de produccién animal, donde el
amoniaco y el acido sulfhidrico se encuentran frecuentemente presentes como contaminantes

principales.
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En relacion con los compuestos hidrofébicos asociados a la generaciéon de olores, los cresoles
corresponden a compuestos quimicos aromaticos que se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza y en diversos ambientes contaminados. En estado puro pueden presentarse como sélidos
o liquidos incoloros, dependiendo de la temperatura, y poseen un olor caracteristico descrito como

similar al de la madera o al alquitran.

El para-cresol (p-cresol o 4-metilfenol) es un compuesto fendlico constituido por un anillo bencénico
sustituido con un grupo hidroxilo (-OH) y un grupo metilo (-CH3) ubicados en las posiciones 1y 4,
respectivamente. Debido a sus propiedades quimicas, es utilizado como materia prima en la
fabricacion de desinfectantes, desodorantes, productos quimicos industriales y plaguicidas [100],
Este compuesto se encuentra presente en diversos alimentos, en el humo generado por la
combustion de madera y tabaco, en el alquitran de hulla y en mezclas derivadas de la combustion

de alquitran de madera y acidos cresilicos utilizados en procesos de preservacion de madera [101].

El indol es un compuesto organico aromatico heterociclico que se presenta como un sélido a
temperatura ambiente. En ambientes naturales puede generarse mediante procesos microbiol6gicos
asociados a la degradacion del aminoacido triptéfano, principalmente por accién de bacterias
presentes en el tracto gastrointestinal de animales y seres humanos [102]. Este compuesto forma
parte de numerosos productos naturales y estructuras alcaloides, encontrandose también en heces
humanas y animales, donde contribuye significativamente al olor fecal caracteristico debido a su bajo
umbral de percepcién olfativa [103]. Sin embargo, a concentraciones extremadamente bajas presenta
notas aromaticas florales, por lo que también forma parte de algunas esencias utilizadas en

perfumeria [104].

Tanto el indol como el p-cresol se encuentran entre los principales compuestos responsables del
olor caracteristico asociado a las emisiones provenientes de planteles porcinos, debido a que se
generan principalmente durante la degradacion microbiana de proteinas y aminoacidos presentes
en los purines. A diferencia del amoniaco y el acido sulfhidrico, estos compuestos presentan una
baja solubilidad en agua y una mayor afinidad por fases organicas, por lo que son clasificados como

compuestos hidrofébicos.

Esta caracteristica representa un desafio para los sistemas convencionales de biofiltracién, debido a
que la transferencia desde la fase gaseosa hacia la biopelicula acuosa constituye una etapa limitante
para su biodegradacién. Por esta razén, la incorporacién de microorganismos con capacidad
degradadora de compuestos aromaticos, particularmente hongos con sistemas enzimaticos
oxidativos extracelulares, constituye una estrategia de interés para mejorar la eliminacién de estos

contaminantes odorantes.

Respecto a los estudios asociados a la eliminacion de compuestos similares al indol y p-cresol, se
ha demostrado que los hongos presentan una elevada capacidad para degradar compuestos
aromaticos complejos presentes tanto en matrices liquidas como gaseosas. Esta capacidad esta

asociada principalmente a la producciéon de enzimas oxidativas extracelulares, caracteristicas de los
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hongos ligninoliticos, que les permiten transformar una amplia variedad de compuestos

recalcitrantes y xenobiéticos.

Se ha reportado la eliminacién de contaminantes xenobi6ticos mediante hongos en sistemas liquidos
y sélidos, demostrando su potencial para la biodegradacién de compuestos aromaticos de dificil
degradacion [105]. En sistemas gaseosos, se evalué la eliminacion de a-pineno mediante un biofiltro
inoculado con especies del género Ophiostoma. El sistema oper6 a escala piloto, utilizando una
columna de 7,5 cm de diametro y 70 cm de altura, rellena con roca volcanica hasta una altura de

25 cm, obteniéndose una adecuada capacidad de remocién del compuesto [28].

Asimismo, se estudi6 la eliminacién simultanea de n-hexano y metanol en fase gaseosa mediante un
biofiltro de lecho escurrido inoculado con hongos. En este sistema, la solucion nutritiva fue
tamponada a pH 4 y el material de relleno correspondi6 a pellets de tierra de diatomeas,
observandose la capacidad de los microorganismos fungicos para desarrollarse bajo condiciones

acidas y degradar compuestos organicos volatiles hidrofébicos [106]

La ventaja del empleo de consorcios fungico-bacterianos también ha sido evaluada en comparacion
con sistemas exclusivamente bacterianos. En biofiltros de 2,6 L rellenos con perlita e inoculados con
un cultivo mixto de bacterias y hongos, se estudié la eliminacién de n-hexano bajo condiciones
neutras y acidas. Para una carga de entrada cercana a 140 g/m3-h, se alcanzaron capacidades de
eliminacion de 60 y 100 g/m®h en los sistemas operados en condiciones neutras y acidas,
respectivamente, demostrando una mejora asociada a la presencia de hongos dentro del consorcio

microbiano [107].

Por otra parte, Yang et al. evaluaron la eliminacién de clorobenceno presente en una corriente
gaseosa mediante un biofiltro de recirculacion inoculado con hongos. El sistema correspondié a una
columna fabricada en polimero de 10 cm de diametro y 120 cm de altura, con un volumen de relleno
de 8,64 L, operada en contracorriente y con tiempos de residencia de lecho vacio entre 28 y 90 s.
Para concentraciones de entrada entre 649 y 2020 mg/m?, se reportaron eficiencias de eliminacion
cercanas al 91 %, evidenciando la capacidad de los hongos para remover compuestos aromaticos
clorados presentes en fase gaseosa [108].

En relacion con compuestos odorantes especificos provenientes de actividades agropecuarias, como
el indol y el p-cresol, se ha estudiado la capacidad de diferentes especies fungicas para utilizarlos
como fuente de carbono y energia. Jones et al. demostraron que Aspergillus fumigatus fue capaz de
crecer en presencia de p-cresol como Unica fuente de carbono. Durante la incubacién del medio
suplementado con este compuesto se observé un aumento progresivo de la biomasa micelial,
acompanado de la desaparicién del p-cresol presente en el medio, confirmando la capacidad
metabdlica del microorganismo para degradar este compuesto aromatico [45],

En otro estudio, Benavides et al. evaluaron la degradacién de compuestos fenoélicos asociados a
residuos lignocelulésicos provenientes de la extraccién de aceite de oliva mediante los hongos de
pudricion blanca Anthracophyllum discolor y Stereum hirsutum. Se estudié el efecto de la
incorporaciéon controlada de cobre y manganeso como inductores de la actividad enzimatica

oxidativa, alcanzandose porcentajes de degradacion de lignina cercanos al 94 % [109].
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Estas especies también han demostrado capacidad para eliminar compuestos fenélicos clorados
altamente persistentes. En este sentido, se evalu6 la adsorcion de pentaclorofenol mediante biomasa
viva granulada de Anthracophyllum discolor, estudiando el efecto del pH y la concentracién inicial
del contaminante. Los resultados indicaron que la adsorcion fue favorecida bajo condiciones acidas,

alcanzandose las mayores eficiencias de remocién a valores bajos de pH.

Asimismo, Diez et al. estudiaron la degradacion de 2,4-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol y
pentaclorofenol mediante Anthracophyllum discolor inmovilizado en granos de trigo dentro de
columnas de suelo alofanico acidificado. Los resultados demostraron que la eliminaciéon de estos
compuestos ocurri6 mediante procesos combinados de adsorciéon y biodegradacion. El 2,4,6-
triclorofenol present6é una menor degradacion respecto al 2,4-diclorofenol, mientras que la actividad

enzimatica disminuyé cuando el sistema fue alimentado con pentaclorofenol. [111], [112].

Posteriormente, Cea et al. evaluaron la biorremediacién de suelos contaminados con pentaclorofenol
mediante Anthracophyllum discolor en tres condiciones experimentales: suelo fresco, suelo fresco
suplementado con paja de trigo y suelo fresco con paja de trigo inoculado con el hongo. Los
resultados indicaron una degradacion eficiente del contaminante debido a la accién conjunta del
hongo y los microorganismos autéctonos del suelo. Ademas, la incorporacion de paja de trigo
favorecio la actividad enzimatica y aument6 la degradacion del pentaclorofenol, demostrando la
capacidad de A. discolor para desarrollarse sobre sustratos lignocelulésicos y degradar compuestos
fendlicos[110], [111], [112].

Considerando los antecedentes disponibles, se seleccionaron dos especies de hongos ligninoliticos

para el desarrollo de este estudio: Anthracophyllum discolor y Stereum hirsutum.

Anthracophyllum discolor es un hongo basidiomiceto ligninolitico nativo de Chile, caracterizado por
presentar cuerpos fructiferos con forma de concha, de aproximadamente 8 a 30 mm de ancho,
coloracion anaranjada y presencia de estrias superficiales. Se encuentra distribuido sobre ramas
secas de diversas especies lefiosas nativas. Esta especie ha sido ampliamente estudiada por su
capacidad para degradar compuestos aromaticos de alta complejidad, incluyendo contaminantes de
tres, cuatro y cinco anillos aromaticos, presentando elevadas tasas de remocién. Se ha asociado su
capacidad degradadora principalmente a la actividad de enzimas ligninoliticas, especialmente

manganeso peroxidasa [146].

Por otra parte, Stereum hirsutum es un hongo ligninolitico cosmopolita ampliamente distribuido,
presente en Chile desde la zona central hasta el extremo austral. Su capacidad para degradar madera
y otros materiales lignocelulésicos ha sido estudiada durante décadas [147]. Ademas, ha sido
identificado como agente asociado a enfermedades en cultivos de vid [148] y como productor de
enzimas ligninoliticas extracelulares [149]. Junto con A. discolor, esta especie ha sido utilizada en
procesos de deslignificaciéon y eliminaciéon de compuestos fenélicos, demostrando su potencial para

aplicaciones ambientales [150].
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Las cepas utilizadas en este estudio para ambas especies fueron proporcionadas por el Laboratorio

de Biotecnologia de la Universidad de La Frontera, Temuco, Chile.

Figura 2-5. Anthracophyllum discolor (A) y Stereum hirsutum (B) en la naturaleza.

La especie A discolor, habita en la zona sur de Chile y Argentina y en su forma natural presenta un carpéforo
con forma de concha de color rosado-anaranjado. S hirsutum es una especie cosmopolita que presenta en forma
natural una forma de costra de aspecto esponjoso, pero dura. Imagenes tomadas de (A): Anthracophyllum

discolor [fotografia] Ladera Sur, 2022, https://laderasur.com/articulo/las-sorpresas-del-museo-del-hongo-la-

iniciativa-de-arte-pionera-en-chile-que-se-inspira-en-la-ciencia-del-reino-fungi/anthracophyllum-discolor-

veronica-lopez. (B): Stereum  hirsutum [fotografia], Sociedad Micolégica Extremefia, 2016,
https://micoex.org/2016/09/17/stereum-hirsutum/.

En el tratamiento biolégico de corrientes gaseosas que contienen mezclas de compuestos odorantes
se han descrito tanto efectos sinérgicos como antagoénicos asociados a su eliminacion. En particular,
diversos estudios han sefialado que la presencia simultanea de compuestos hidrofilicos puede
generar un efecto inhibitorio sobre la remociéon de compuestos hidrofébicos, debido principalmente
a diferencias en los mecanismos de transferencia desde la fase gaseosa hacia la biopelicula y a la

disponibilidad del contaminante para los microorganismos degradadores.

Esta interaccién entre contaminantes puede reducir la eficiencia global de eliminacién de olores
cuando se emplean sistemas biolégicos de una sola etapa. Por esta razén, se han propuesto
estrategias como los sistemas multietapa, donde diferentes unidades de tratamiento o comunidades
microbianas especializadas permiten optimizar la eliminacion de compuestos con propiedades

fisicoquimicas diferentes, mejorando la eficiencia global del proceso [113].

2.1.8 Enzimas y actividad enzimatica fungica.

Durante gran parte de la historia de la clasificacion biolégica, los hongos fueron incluidos dentro del
reino Plantae debido a ciertas caracteristicas morfolégicas y a su naturaleza sésil. Sin embargo, a
partir del desarrollo de herramientas moleculares y estudios filogenéticos, se estableci6 que los
hongos constituyen un reino independiente, denominado Fungi, claramente diferenciado de las

plantas y los animales [114].
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El reino Fungi comprende diversos grupos taxonémicos, dentro de los cuales destacan los filos
Ascomycota y Basidiomycota, que en conjunto incluyen mas del 95 % de las especies de hongos
descritas actualmente [115], [116]. Dentro de ambos grupos se encuentran los denominados hongos
de pudricién blanca, organismos de gran importancia ecolégica debido a su capacidad Unica para
degradar eficientemente los principales componentes estructurales de la madera, incluyendo
celulosa, hemicelulosa y, especialmente, lignina, pudiendo conducir finalmente a la mineralizaciéon de

estos compuestos.

En los ecosistemas forestales, la actividad de los hongos de pudricién blanca cumple un papel
fundamental en el ciclo del carbono, ya que permite la transformacién de biomasa vegetal
recalcitrante y favorece la formacién de materia organica estable en el suelo. Este proceso resulta
esencial para la generacion de humus y la disponibilidad de nutrientes dentro de los sistemas

naturales.

La degradacion de la madera por estos hongos esta asociada principalmente a la producciéon de un
complejo sistema enziméatico extracelular, compuesto por enzimas oxidativas capaces de modificar y
romper estructuras aromaticas complejas. El proceso comienza con el crecimiento de las hifas
fungicas, estructuras filamentosas con diametros aproximados entre 1 y 2 pm, que penetran en las
paredes celulares y limenes de los tejidos vegetales, generando una amplia superficie de contacto

entre el microorganismo y el sustrato lignocelulésico.

A través de esta interaccion, las enzimas extracelulares son secretadas hacia la matriz vegetal, donde
participan en la oxidacion y despolimerizaciéon de la lignina. Este proceso modifica quimicamente la
estructura lignocelulésica, generando inicialmente alteraciones en la superficie del material y
posteriormente un aumento de su porosidad, facilitando el acceso de los microorganismos y enzimas

a componentes previamente protegidos [117].

La capacidad de los hongos de pudricion blanca para degradar estructuras aroméaticas complejas no
se limita exclusivamente a la lignina presente en la madera, sino que también permite la
transformacién de diversos contaminantes ambientales que presentan estructuras quimicas similares
a los componentes lignocelulésicos. Entre estos compuestos se encuentran sustancias fendlicas,
hidrocarburos aromaticos policiclicos, clorofenoles y diversos compuestos xenobibticos. Esta
capacidad oxidativa ha favorecido la aplicaciébn de estos microorganismos en procesos de
biorremediacion y en el tratamiento biolégico de corrientes gaseosas contaminadas con compuestos

organicos volatiles y odorantes hidrofébicos.

La degradacion de la lignina por hongos de pudricién blanca esta asociada principalmente a la accion
de un complejo sistema enzimatico extracelular de caracter oxidativo. Dentro de las enzimas
ligninoliticas mas estudiadas se encuentran la lignina peroxidasa (LiP), la manganeso peroxidasa
(MnP), la versatile peroxidasa (VP) —también denominada peroxidasa independiente de manganeso
o lignina peroxidasa verséatil— y las lacasas (Lac). Estas enzimas son capaces de romper enlaces
presentes en estructuras aromaticas complejas degradando el polimero de lignina y otros

compuestos similares. [118]
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Figura 2-6. Estructura de los monémeros y unidades estructurales de la lignina.
En A. se muestran los monémeros primarios (arriba) y unidades estructurales en la lignina (abajo) indicadas
como unidades de p-hidrofenilo (H), guayacilo (G) y siringilo (S). En B se muestra un esquema de la estructura

de una lignina donde se indican los enlaces mas frecuentes, imagen basada en Bladrian et.al [119] .

2.1.8.1 Lignino peroxidasa.

La lignina peroxidasa (LiP) es una de las enzimas ligninoliticas mas importantes asociadas a la
degradacion oxidativa de la lignina, siendo producida principalmente por hongos de pudricién blanca
pertenecientes al filo Basidiomycota. Esta enzima corresponde a una glicoproteina del tipo
oligomanosa, con pesos moleculares generalmente comprendidos entre 38 y 43 kDa, y se caracteriza
por presentar un elevado potencial de 6xido-reducciéon, lo que le permite oxidar compuestos con

altos potenciales redox que no pueden ser transformados mediante otras enzimas oxidativas.

La LiP posee una baja especificidad de sustrato, lo que le permite actuar sobre una amplia variedad
de estructuras aromaticas presentes en la lignina y en compuestos xenobiéticos con caracteristicas
quimicas similares. Esta enzima puede oxidar unidades fendlicas y no fendlicas mediante la
generacion de radicales libres, permitiendo la ruptura de enlaces quimicos estables dentro de la

estructura lignocelulésica.

Entre las principales reacciones catalizadas por la LiP se encuentran la escisién de enlaces carbono-
carbono (C-C) en las cadenas laterales propilicas de las unidades estructurales de la lignina, la
hidroxilacion de grupos metileno bencilicos, la oxidacion de alcoholes bencilicos a aldehidos o
cetonas, la oxidacion de estructuras fendlicas y la apertura del anillo aromatico en unidades no
fenolicas de lignina. Estas ultimas representan aproximadamente el 90 % de la estructura total de la

lignina y corresponden a las fracciones mas recalcitrantes del polimero.

El mecanismo catalitico de la LiP corresponde al ciclo caracteristico de las peroxidasas dependientes

de peroxido de hidrégeno. En su estado basal, la enzima contiene un grupo hemo en estado férrico
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(Fe**). La reaccion se inicia mediante la oxidacién de la enzima nativa por H,0,, generando el
intermediario denominado compuesto |, que presenta una deficiencia electrénica equivalente a dos
electrones. Posteriormente, el compuesto | puede oxidar una molécula de sustrato y reducirse al
compuesto Il, el cual posee una deficiencia electronica equivalente a un electrén. Una segunda
reaccion de oxidacion del sustrato permite que el compuesto Il regrese al estado nativo de la enzima,

completando el ciclo catalitico.

Cuando existe una concentracion excesiva de H,0O,, este puede reaccionar con el compuesto Il y
generar el compuesto lll, una forma inactiva de la enzima que disminuye su actividad catalitica. Para
evitar este proceso y favorecer la oxidacién de moléculas que no tienen acceso directo al sitio activo
de la enzima, la LiP puede utilizar mediadores redox. Uno de los mediadores mas estudiados es el
alcohol veratrilico, el cual participa en la transferencia de electrones desde sustratos complejos hacia
la enzima, permitiendo la oxidaciéon indirecta de compuestos recalcitrantes y evitando la inactivacion

enzimatica,[120].

El mecanismo catalitico de la lignina peroxidasa se representa esquematicamente en la Figura 2-7,
donde se muestran las etapas de formacién y reduccién de los intermediarios enzimaticos durante

el proceso oxidativo.

Enzima
nativa [R-O0H] ¢ o Compuesto |
H,0, +
------ >
r 1
1
: [R-OH] Sustrato
| H,0 5
: 2 (RH 0 Mn*? )
1 Radicales, producto

(Re +H*0 Mni'3)

02'4_,5 Radicales, producto
i ot Sustrato 0 (Re +H'0 Mn'3)
-5 (RHomn?) ‘

‘ "'zoz Compuesto Il
Compuesto lll

Figura 2-7. Ciclo catalitico de la enzima Lignino Peroxidasa.
La enzima nativa es oxidada por H,O, (1) y genera el compuesto |, deficiente en dos electrones, el compuesto
| oxida un compuesto (2) y se reduce al compuesto |l, deficiente en un electrén, otra oxidacion (3) de otra
molécula por el compuesto Il devuelve la peroxidasa a su estado de reposo nativo. Cuando hay exceso de H,O,,
este se combina con el compuesto Il generando el compuesto lll, (una forma inactiva de la enzima); en casos
donde los sustratos no son directamente accesibles al grupo hemo de LiP y no se produce la oxidacion directa
del sustrato, se requerira de un mediador redox. El alcohol veratrilico es usado como tal pasando a catiéon radical

VA, oxidante potente que actia como mediador de transferencia de electrones (Elaboracién propia, 2024).
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2.1.8.2 Manganeso Peroxidasa.

La enzima manganeso peroxidasa (MnP) es una de las enzimas ligninoliticas mas importantes
producidas por los microorganismos degradadores de lignina. Al igual que la lignino peroxidasa
(LiP), corresponde a una hemo-peroxidasa que requiere peréxido de hidrégeno (H,O;) para
desarrollar su actividad catalitica. Su presencia ha sido ampliamente descrita en hongos de
podredumbre blanca, donde participa junto con la lignino peroxidasa y la lacasa en los procesos

oxidativos responsables de la degradacién de la lignina.

El potencial redox del sistema MnP-Mn es menor que el del sistema LiP; sin embargo, la MnP presenta
una elevada especificidad por el ion manganeso en estado reducido (Mn?*), el cual actia como
sustrato reductor durante el ciclo catalitico de la enzima. La MnP cataliza la oxidacién de Mn?* a
Mn3*, generando una especie altamente oxidante. No obstante, el Mn®*" es inestable en medios

acuosos debido a su tendencia a sufrir procesos de hidrélisis y precipitacion.

Para solucionar esta limitacion, los hongos de podredumbre blanca producen metabolitos organicos
capaces de actuar como agentes quelantes de iones metalicos, entre ellos oxalato, malonato y
glicolato. Estos compuestos estabilizan al Mn®*" mediante la formacion de complejos solubles,
permitiendo su difusién hacia la matriz lignocelulésica y favoreciendo la oxidacion de diversos

componentes de la lignina.

Los complejos Mn3®*-quelato poseen una alta capacidad oxidante y pueden actuar sobre compuestos
fenodlicos y no fenolicos. En el caso de los sustratos fenélicos, el Mn®* provoca la transferencia de un
electron desde el compuesto organico, generando un radical fenoxilo intermediario que
posteriormente puede experimentar diferentes reacciones quimicas, originando productos de

degradacion de menor complejidad estructural.

Para los sustratos no fenélicos, la oxidacion mediada por Mn** requiere generalmente la participacion
de un segundo mediador quimico, capaz de favorecer la formacién de radicales altamente reactivos
que permiten la ruptura de enlaces presentes en estructuras complejas de la lignina [35].

El ciclo enziméatico de la manganeso peroxidasa se presenta en la Figura 2-8.
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Figura 2-8. Ciclo catalitico de la enzima manganeso peroxidasa.

Mn

El ciclo implica la transformacién de la enzima nativa al compuesto MnP-Tipo | mediante la accion del peréxido
de hidrogeno; luego, la enzima para a la forma MnP-Tipo Il mediante la oxidacién de Mn*2a Mn*3. En la tercera
parte del ciclo se produce el retorno a la forma nativa de la enzima desde la forma MnP-Tipo Il mediante la
oxidacion de otro ion Mn*2 a Mn*? | el Mn*2 formado se une a quelantes y en su forma quelada, media la

oxidacion de sustratos organicos RH para reducirse a Mn*? | reiniciando el ciclo (Elaboracion propia, 2024).

Elevadas concentraciones de manganeso pueden provocar la inhibicién de la actividad de la
manganeso peroxidasa (MnP), debido a la generacién excesiva de peréxido de hidrégeno (H,0,), lo
que puede romper el ciclo catalitico de la enzima. Este fenédmeno también ha sido asociado con
efectos negativos sobre la biomasa fungica y el crecimiento micelial de los hongos productores de
MnP.

La actividad de la MnP puede ser estimulada mediante la accién conjunta de otras enzimas
ligninoliticas, como la lignino peroxidasa (LiP), asi como por la presencia de sulfato de cobre (CuSO,)
y determinados compuestos organicos, entre ellos el lactato. Este ultimo favorece la oxidacion de
Mn2* a Mn3*, facilitando la generaciéon del complejo oxidante Mn3*-quelato responsable de la

degradacion de diversos compuestos presentes en la lignina.

La estabilidad de la enzima esta fuertemente condicionada por el pH del medio; valores superiores
a 7,5 provocan la pérdida de actividad catalitica de la MnP, debido a la alteracion de la estructura

proteica y a la disminucién de la eficiencia del ciclo oxidativo [121].

2.1.8.3 Manganeso Independiente Peroxidasa o Versatil Peroxidasa.

La enzima peroxidasa versatil (VP), también denominada peroxidasa independiente de manganeso
o manganeso-independiente, corresponde a una peroxidasa ligninolitica hibrida capaz de combinar

caracteristicas cataliticas propias de la manganeso peroxidasa (MnP) y la lignino peroxidasa (LiP).
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Esta enzima puede utilizar el ciclo catalitico caracteristico de la MnP, mediante la oxidaciéon de Mn?*
a Mn®*, asi como el mecanismo oxidativo de la LiP, empleando compuestos aroméaticos como el

alcohol veratrilico como mediador redox.

La VP presenta una amplia capacidad oxidativa, pudiendo actuar sobre diversos sustratos fenoélicos
y no fenodlicos. Ademas, posee la capacidad de oxidar hidroquinonas y otros compuestos fenoélicos
que no son eficientemente transformados por la lignino peroxidasa ni por la manganeso peroxidasa,
lo que le confiere una mayor versatilidad catalitica. Debido a estas caracteristicas, es considerada

una tercera clase de peroxidasa ligninolitica con propiedades intermedias entre la LiP y la MnP [122].

Estudios cristalograficos, espectroscépicos, de mutagénesis dirigida y analisis cinéticos han
demostrado que la versatilidad funcional de esta enzima esta asociada a la presencia de diferentes
sitios cataliticos dentro de una misma estructura proteica. Estos sitios presentan homologia con los
centros activos identificados en otras peroxidasas ligninoliticas, permitiendo que la VP pueda
interactuar con una mayor diversidad de sustratos y desarrollar diferentes rutas oxidativas durante

la degradacién de la lignina [123].

2.1.8.4 Lacasa.

Las lacasas constituyen un grupo de enzimas ampliamente distribuidas en diversos organismos,
incluyendo hongos, bacterias, plantas e insectos. Estas enzimas presentan masas moleculares
generalmente comprendidas entre 50 y 100 kDa y corresponden a glicoproteinas con puntos
isoeléctricos (pl) y valores 6ptimos de actividad predominantemente en condiciones acidas. Se
clasifican dentro del grupo de las oxidasas multicobre azules debido a la presencia de centros de
cobre involucrados en sus procesos cataliticos [120].

Las lacasas requieren cobre molecular y oxigeno como elementos esenciales para desarrollar
reacciones oxidativas sobre una amplia variedad de sustratos, incluyendo compuestos fendlicos,
aminas arométicas, lignina y algunos compuestos no fenélicos. Su mecanismo de accién se basa en
la transferencia de electrones desde el sustrato hacia el centro metalico de la enzima, generando

radicales libres como intermediarios de reaccion, de acuerdo con la Ecuacién 2-2.

4AH + Oz—> 4A* + ZHzo

Ecuacion 2-1. Mecanismo oxidacion de la enzima lacasa.

e AH: Donante de electrones

o A*: Radical generado en el proceso oxidativo

La especie transitoria A* es altamente reactiva y puede seguir diferentes rutas quimicas. Una de ellas
corresponde al acoplamiento radicalario, en el cual dos radicales fenoxilo pueden combinarse para
formar dimeros o polimeros. Este proceso puede repetirse sucesivamente, dando origen a

compuestos macromoleculares insolubles.
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La presencia de mediadores redox permite ampliar considerablemente el rango de sustratos
susceptibles de oxidacién por las lacasas, incluso aquellos con elevados potenciales redox que no
pueden ser transformados directamente por la enzima. A diferencia de la lignino peroxidasa (LiP) y
la manganeso peroxidasa (MnP), las lacasas no requieren peréxido de hidrégeno (H,0O;) como co-
sustrato para llevar a cabo la oxidacién de sus sustratos, utilizando directamente oxigeno molecular

como aceptor final de electrones.

El sitio activo de las lacasas contiene cuatro atomos de cobre distribuidos en tres tipos de centros
cataliticos: un cobre tipo 1 (T1), un cobre tipo 2 (T2) y dos cobres tipo 3 (T3). Los dos centros de
cobre tipo 3 se encuentran acoplados antiferromagnéticamente, mientras que los centros T2 y T3
forman un agrupamiento trinuclear capaz de enlazar y reducir el oxigeno molecular, el cual actia

como aceptor final de electrones durante el ciclo catalitico.

El cobre tipo 1 (T1) es responsable de la coloracién azul caracteristica de estas proteinas, debido a
su elevada absorbancia alrededor de 605 nm, asociada principalmente a la uniéon covalente entre el
cobre y el residuo de cisteina. Este centro presenta un elevado potencial redox y constituye el sitio
donde ocurre la oxidacion inicial del sustrato. Algunas lacasas presentan modificaciones en este
centro metalico y carecen de la coloracién azul caracteristica, siendo denominadas lacasas blancas o
amarillas [124].

El acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), denominado ABTS, corresponde a un
compuesto aromatico sintético con grupos nitrogenados que puede ser oxidado por la enzima lacasa,
generando una especie radicalaria capaz de participar en la oxidacién de estructuras presentes en
la lignina.

En el mecanismo de acciéon, el ABTS actia como un mediador redox entre la enzima y el sustrato
lignocelulésico. Durante el ciclo catalitico, la lacasa utiliza oxigeno molecular como aceptor final de
electrones, reduciéndolo hasta agua, mientras que simultineamente transfiere un electron al
mediador ABTS, generando el radical catiénico ABTS+*. Esta especie oxidada presenta una elevada
capacidad oxidante y puede difundirse hacia la matriz lignocelulésica, donde participa en la oxidacion

de compuestos fendlicos y no fenoélicos asociados a la estructura de la lignina.

Posteriormente, el mediador oxidado retorna a su estado reducido mediante la transferencia de
electrones desde los compuestos de lignina, permitiendo la regeneracion del ciclo catalitico. De esta
manera, la presencia de ABTS amplia significativamente el rango de sustratos susceptibles de
oxidaciéon por la lacasa, permitiendo la degradaciéon de estructuras que no pueden ser atacadas

directamente por la enzima debido a limitaciones de tamafio molecular o potencial redox.

La Figura 2-9 muestra un esquema representativo del ciclo catalitico de las lacasas, ademas, el

esquema del mecanismo de accién del sistema lacasa-ABTS se presenta en la Figura 2-10.

42



4Ae A4HT
4 A-H

Figura 2-9. Ciclo catalitico de la enzima lacasa.

En la primera etapa, la enzima se reduce uniéndose al sustrato fendlico, catalizando su oxidaciéon y liberando
los electrones que seran transferidos al oxigeno. Los 4 electrones del sustrato son transferidos al oxigeno
molecular, que actia como el aceptor final de electrones; este proceso reduce al oxigeno molecular formando
2 moléculas de agua en dos etapas sucesivas. Tras la transferencia de los 4 electrones, la enzima regresa a su

estado de actividad, lista para iniciar un nuevo ciclo de catalisis (Elaboracién propia, 2024).

Hoqs\’i:li >_N N_< DSO«H

CHzCHa c:r-|20Hq
0, Lacasa (Cu') < dox >< L|gn|na@-R
2H,0 Lacasa (Cu') > ngnma R

Figura 2-10. Estructura del ABTS y modelo del mecanismo de accién con la enzima lacasa.

Estructura del ABTS (arriba) y modelo del mecanismo de acciéon de una reaccién lacasa-mediador (abajo),el
oxigeno presente oxida a la enzima, la cual oxida al mediador tomando un electréon y generando un radical libre,
luego el mediador oxidado difunde en las fibras y oxida a la lignina, cuando el oxigeno es reducido a agua el

ciclo se repite, imagen tomada de Webster et al. [117].
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2.1.9 Aplicaciones biotecnolégicas de las enzimas lignoliticas fungicas.

Actualmente, las enzimas fungicas son utilizadas en diversos procesos industriales, incluyendo las
industrias papelera, textil, alimentaria y ambiental. Una caracteristica relevante de estas enzimas es
su elevada capacidad catalitica, asociada a una baja especificidad de sustrato, lo que les permite
actuar sobre una amplia variedad de compuestos quimicos. Ademas, su origen biolégico y su
capacidad de operar bajo condiciones moderadas de temperatura y presion les confieren ventajas
desde el punto de vista ambiental. Sin embargo, la produccién de enzimas a escala industrial
continda siendo un proceso costoso; por esta razéon, el empleo de residuos vegetales como sustratos
para su produccion se ha estudiado como una alternativa para reducir los costos asociados al
proceso [122].

En la industria papelera, el proceso de blanqueamiento tiene como objetivo eliminar o disminuir el
contenido de lignina residual presente en la pulpa, otorgando al papel su caracteristica coloracion
blanca. Este proceso genera efluentes industriales con cantidades importantes de compuestos
ligninicos y derivados aromaticos, los cuales representan una fuente de contaminacién ambiental
[125]. En este contexto, el uso de enzimas ligninoliticas, especialmente lacasas, ha demostrado una
elevada eficiencia en la remocion y transformacion de lignina residual [126]. Ademas, se ha
investigado la aplicacién de lacasas en procesos de reciclaje de papel y en el tratamiento de efluentes
provenientes de la industria papelera, debido a su capacidad para degradar compuestos aromaticos
persistentes [127], [128]. Por otra parte, la produccion de colorantes sintéticos utilizados en la
industria textil genera residuos que pueden presentar caracteristicas toxicas, mutagénicas y/o
recalcitrantes debido a la complejidad de sus estructuras quimicas. En este ambito, las enzimas
oxidativas, particularmente lacasas y peroxidasas, han sido ampliamente estudiadas como
alternativas biotecnolégicas para la eliminacion de estos contaminantes presentes en residuos
industriales liquidos [129].

Las enzimas ligninoliticas producidas por hongos, especialmente las lacasas, también poseen
aplicaciones relevantes en la industria alimentaria. Estas enzimas pueden emplearse para mejorar la
calidad de productos vegetales mediante el control de procesos oxidativos, asi como en la
clarificacion del vino a través de la eliminacion de compuestos fendlicos responsables de fenémenos
de turbidez y alteraciones en las propiedades organolépticas. Asimismo, la estabilizaciéon de jugos
de frutas y la prolongacion de la vida util de bebidas como la cerveza constituyen aplicaciones
potenciales asociadas al uso de lacasas. Muchas de estas aplicaciones se relacionan con la capacidad
de estas enzimas para eliminar oxigeno residual presente durante los procesos de elaboracién y
almacenamiento [123].

La capacidad de las lacasas para catalizar reacciones oxidativas sin requerir cofactores adicionales,
junto con su baja especificidad frente a diversos compuestos fenélicos, las convierte en herramientas
prometedoras para el desarrollo de biosensores. Estos dispositivos pueden emplearse en la
deteccion de compuestos como catecoles presentes en té, trazas de compuestos fenoélicos en vinos,
asi como ligninas y fenoles en efluentes industriales. Ademas, mediante la combinacién con otras
enzimas, las lacasas pueden integrarse en biosensores con un amplio rango de deteccién de
diferentes sustratos [128].

Finalmente, la capacidad de las lacasas para utilizar oxigeno molecular como sustrato ha permitido

su aplicacion en sistemas de generacion de energia, como las celdas de biocombustible enzimaticas.
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En estos dispositivos, la enzima es inmovilizada en el catodo de la celda y cataliza la reduccién del

oxigeno a agua, contribuyendo al desarrollo de tecnologias de generacion energética limpia [129].

2.1.9.1  Hongos y enzimas fungicas en biorremediacion.

Ademas de las aplicaciones industriales previamente descritas, el uso de enzimas ligninoliticas en
procesos ambientales ha adquirido gran relevancia debido a su baja especificidad de sustrato y su
amplio rango de accién oxidativa. Estas caracteristicas permiten su aplicacién en el tratamiento de

una amplia variedad de contaminantes recalcitrantes generados por diversas actividades industriales.

Entre los contaminantes susceptibles de ser tratados mediante estas enzimas se encuentran los
xenobiéticos, hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), compuestos pertenecientes al grupo BTEX
(benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos) y bifenilos policlorados (PCB). Estos ultimos son
compuestos altamente persistentes en el ambiente y han sido asociados con efectos carcinogénicos
y mutagénicos, debido a su elevada estabilidad quimica y resistencia a la degradacién natural [49],
[109],[130].

Diversos estudios han demostrado la capacidad de hongos ligninoliticos para participar en procesos
de biorremediacién de contaminantes ambientales. Por ejemplo, se han empleado hongos
productores de enzimas oxidativas para la degradaciéon de atrazina en suelos semiaridos con baja
disponibilidad de humedad. Asimismo, lacasas producidas por Trametes versicolor y Pleurotus
ostreatus han demostrado capacidad para degradar compuestos como bifenilos policlorados (PCB)

y fenoles.

De manera similar, la lacasa obtenida a partir de Trametes villosa ha sido utilizada en procesos de
remediaciéon de suelos contaminados mediante la degradacion de 2,4-diclorofenol. Por otra parte,
Cerrena unicolor es capaz de producir lacasa bajo condiciones limitantes de nitrégeno, presentando
potencial para la degradaciéon de biomasa lignocelulésica; se ha reportado una reduccion del
contenido de lignina en bagazo de cafia de azlcar de hasta un 36 % después de 24 h de tratamiento
a 30°C[131].

Aunque la biofiltracién es una tecnologia ampliamente estudiada y aplicada para el control de
contaminantes, requiere una evolucion constante debido a la necesidad de adaptarse a nuevos
desafios ambientales, requerimientos operacionales y normativas cada vez mas exigentes [132], En
este contexto, la incorporacion de estrategias provenientes de otros campos de la biorremediacién,
como el uso de microorganismos ligninoliticos, representa una alternativa prometedora para mejorar

la eficiencia de los sistemas convencionales.

La capacidad de los hongos como agentes biorremediadores ha sido estudiada por diversos autores
debido a su capacidad enzimatica para degradar una amplia variedad de compuestos recalcitrantes.
Carbajal et al. [44] evaluaron la capacidad de eliminacion de compuestos fenélicos mediante hongos
de podredumbre blanca cultivados sobre un material biocompuesto de silice-alginato-hongo. En este

estudio se analiz6 la degradacién de 2,6-dimetoxifenol, acido galico, guayacol y fenol, obteniéndose
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una eliminaciéon de fenol (10 mM) de hasta un 48 %. La lacasa fue identificada como la principal

enzima ligninolitica asociada al proceso de degradacion.

En el afio 2004, Kennes et al. [133], propusieron el uso de hongos en sistemas de biofiltracion
destinados al tratamiento de gases residuales que contienen compuestos hidrofébicos, tales como
estireno, « -pineno, benceno y alquil-bencenos. En este trabajo se identificaron diversas especies
fungicas con capacidad para degradar compuestos organicos volatiles (COV), destacando su
potencial aplicacion en el control de la contaminacién atmosférica. Ademas, los hongos de
podredumbre blanca fueron sefialados como candidatos especialmente adecuados para su
incorporacién en biofiltros debido a su capacidad de crecimiento bajo condiciones adversas,
incluyendo bajos valores de pH y niveles de humedad que pueden limitar el desarrollo de otros

microorganismos.

Posteriormente, en 2007, Rubilar et al. [134], emplearon hongos de podredumbre blanca para el
tratamiento de suelos contaminados con pentaclorofenol (PCP). Para ello utilizaron las especies
fangicas Bjerkandera adusta y Anthracophyllum discolor, cultivadas en medio Kirk y en “granos secos
de destileria con solubles” (DDGS). Los resultados demostraron una elevada capacidad de

eliminacion de PCP, alcanzando valores de hasta un 95 % después de 28 dias de tratamiento.

En sistemas de biofiltracion en fase gaseosa, Arriaga et al. [107], en el afio 2005, sefialaron que la
eliminacién de contaminantes hidrofébicos suele estar limitada por los fenédmenos de transferencia
de masa desde la fase gaseosa hacia la fase acuosa, donde ocurre principalmente la biodegradacion.
Como alternativa, propusieron el empleo de hongos en consorcios hongo-bacteria para mejorar la
eficiencia de eliminacion de estos contaminantes. Los resultados obtenidos indicaron que, para una
carga de hexano cercana a 140 g/m3-h, se alcanzaron capacidades de eliminacion de hasta 100

g/m3-h en sistemas operados bajo condiciones acidas.

Diversos estudios han evaluado el uso de materiales lignocelulésicos como soporte en sistemas de
biofiltracién, debido a que estos materiales proporcionan una matriz fisica adecuada para la
colonizacién microbiana y, al mismo tiempo, pueden constituir una fuente de compuestos
lignocelulésicos aprovechables por microorganismos con capacidad ligninolitica, especialmente

hongos degradadores de lignina.

En el afio 2017, Melse et al. [21] utilizaron tres biofiltros empacados con astillas de madera como
material soporte para el tratamiento de gases provenientes de un secador de estiércol avicola y de
dos granjas de crianza de cerdos. El estudio consider6 la eficiencia de remocién de contaminantes y
la caida de presion en los biofiltros como una limitaciéon operacional del proceso, sin especificar los
microorganismos responsables de la degradacién. Los autores concluyeron que los biofiltros
presentan un importante potencial para la reduccién de emisiones contaminantes; sin embargo,
destacaron la necesidad de considerar la caida de presién asociada a las caracteristicas del material
filtrante, el crecimiento de biomasa fungica y la distribucion homogénea de humedad dentro del

lecho, debido a su influencia sobre el desempefio del sistema.
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Chunping et al. [113], en el afio 2018, estudiaron procesos de biofiltracién de compuestos organicos
volatiles (COV) que contenian mezclas de compuestos hidrofilicos e hidrofébicos. Los autores
sefialaron que uno de los principales desafios futuros consiste en desarrollar estrategias capaces de
mejorar las eficiencias de remociéon de ambas familias de contaminantes. En mezclas complejas, los
compuestos hidrofébicos generalmente presentan menores eficiencias de eliminacion debido a las
limitaciones asociadas a su transferencia desde la fase gaseosa hacia la fase acuosa, donde ocurre

principalmente el proceso biodegradativo.

En 2019, Gospodarek et al. [135] indicaron que, debido al aumento de la conciencia ambiental y a
la implementaciéon de nuevas regulaciones, la eliminacion de compuestos organicos volatiles ha
adquirido una importancia creciente. En su estudio compararon diferentes estrategias biologicas,
evaluando tecnologias de biofiltracion de lecho fijo y biofiltracion de escurrimiento en funcion de su
capacidad de eliminacion de COV. Los resultados demostraron que los biofiltros de escurrimiento
presentan mayores eficiencias para la eliminacion de compuestos hidrofilicos, mientras que los

sistemas de lecho fijo muestran un mejor desempefio en la remocién de compuestos hidrofébicos.

Considerando los compuestos hidrofébicos evaluados en este estudio, existe un creciente interés en
la aplicacion de procesos de biorremediaciéon para la eliminaciéon de indol y otros compuestos
aroméaticos asociados a emisiones y residuos industriales. En este contexto, se han publicado
diversos estudios orientados a comprender los mecanismos de degradacién de estos contaminantes

mediante microorganismos y sus sistemas enzimaticos asociados.

Ma et al. [136] estudiaron la biodegradacién de indol utilizando cepas bacterianas y enzimas
oxigenasas involucradas en las rutas metabolicas de transformacion del compuesto. Sin embargo, la
degradacion de indol mediante hongos ha sido reportada desde la década de 1990. Kamatht et al.
[137] evaluaron la biodegradacion de indol utilizando el hongo Aspergillus niger, demostrando que
el microorganismo es capaz de adaptarse a la presencia del contaminante luego de una fase de
latencia de aproximadamente 30 horas, durante la cual se observé inhibicion de la absorcion de

glucosa.

Posteriormente, el indol fue metabolizado mediante una ruta degradativa inducida por el propio
contaminante, en la cual se identificaron intermediarios como indoxilo (3-hidroxiindol), acido N-
formilantranilico, acido antranilico, acido 2,3-dihidroxibenzoico y catecol. El estudio demostré que
las enzimas responsables de la degradacion fueron inducidas por la presencia de indol después de

varias horas del inicio del crecimiento flingico.

Katapodis et al. [138] cultivaron el hongo Sporotrichum thermophile en un sistema de fermentacion
de dos fases utilizando indol como contaminante objetivo, obteniendo eliminaciones de hasta 3 g/L
en medio liquido. Los autores sefalaron la necesidad de continuar investigando el potencial de los
hongos en la eliminaciéon de compuestos organicos recalcitrantes. Sin embargo, Prenafeta et al. [139]
indicaron que el caracter termofilico de esta especie y de otros hongos empleados en procesos
similares podria representar una limitacién para aplicaciones industriales, debido a posibles riesgos

asociados a su caracter patégeno para seres humanos.
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En 2013, Chen et al. [140] utilizaron el hongo endéfito Phomopsis liquidambari para la degradacion
de indol. Inicialmente, el microorganismo logré una degradacion del 41,7 % después de 120 horas
para una concentracién inicial de 0,1 g/L. No obstante, la incorporacién de hojarasca como material
lignocelulésico incrementé significativamente la eficiencia de degradacion, alcanzando un 99,1 %
en 60 horas. Este resultado demostré que la incorporacién de materiales lignocelulésicos puede
estimular la produccién de enzimas oxidativas como lacasas y lignino peroxidasas, favoreciendo la

degradacion del contaminante.

En relacion con el compuesto p-cresol, también se han reportado investigaciones sobre su
biodegradacion mediante hongos. Clauben et al. [141] en 1998, estudiaron el uso del hongo
Scedosporium apiospermum debido a su capacidad para degradar fenol y p-cresol. En este estudio
se identificaron metabolitos intermediarios y enzimas relacionadas con el proceso degradativo,
permitiendo proponer diferentes rutas metabdlicas involucradas en la transformacion de ambos

compuestos por este microorganismo.

Kennes et al. [133] en 1991, utilizaron la cepa BKM-F-1767 del hongo Phanerochaete chrysoporium
para el biotratamiento de p-cresol, demostrando que el microorganismo era capaz de tratar
concentraciones de hasta 0,15 g/L en presencia de glucosa. Al igual que en los estudios relacionados
con la biodegradacioén de indol, se evidencié la necesidad de establecer condiciones adecuadas que
permitieran inducir la actividad de las enzimas ligninoliticas. En esta misma investigacién se evalué
la biodegradacion conjunta de p-cresol y fenol, ambos en concentraciones de 0,05 g/L,

demostrandose que la presencia de fenol no afect6 la cinética de degradacion del p-cresol.

Atagana et al. [142] estudiaron la biodegradacién de cresoles en suelos contaminados con creosota,
utilizando siete hongos no basidiomicetos (Aspergillus, Candida, Cladosporium, Fusarium,
Monicillium, Trichoderma 'y Penicillium) y dos hongos basidiomicetos (Pleurotus y Phanerochaete). Los
resultados determinaron que la suplementacion con nutrientes fue necesaria para mejorar la
degradacion de los compuestos fendlicos, alcanzandose eficiencias de eliminacion entre un 84 % y
un 100 %.

Singh et al. [143] estudiaron la biodegradacién de p-cresol presente en aguas residuales mediante
el hongo filamentoso Gliomastix indicus. Se determiné que el p-cresol presenta un efecto inhibitorio
cuando su concentracion supera los 0,05 g/L en medio liquido, afectando el crecimiento y la

capacidad degradativa del microorganismo.

Wang et al. [144] utilizaron la cepa PDY-07 de Candida albicans para la biodegradacién anaerobia
de fenol y meta-cresol en cultivos por lotes. Los resultados indicaron un mayor potencial de
degradacion para fenol en comparacién con meta-cresol. En este sistema se observé un efecto de
inhibiciéon cruzada, donde el fenol afect6 la utilizacion de meta-cresol y, a su vez, el meta-cresol
inhibi6é la degradacion del fenol. La maxima biodegradacion de meta-cresol se obtuvo con una
concentraciéon de 0,2 g/L de fenol, debido a que el hongo utilizé preferentemente este compuesto

como fuente de carbono y energia.

A partir de las investigaciones sefialadas, se considera suficientemente documentado que:
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e Los hongos ligninoliticos han sido utilizados exitosamente en el tratamiento de compuestos
fendlicos y constituyen candidatos adecuados para el desarrollo de nuevos procesos de
biorremediacion de compuestos organicos volatiles (COV). Para ello, es necesario
proporcionar al microorganismo las condiciones que permitan maximizar la expresion de
enzimas ligninoliticas en el biofiltro, debido a que su baja especificidad catalitica resulta
fundamental para la biodegradacién de compuestos como fenol, indol, p-cresol y otros

compuestos aromaticos similares, haciendo viable su incorporacion en este estudio.

e El soporte utilizado en un biofiltro de lecho fijo destinado al crecimiento de hongos y al
tratamiento biolégico de compuestos hidrofébicos debe presentar caracteristicas que
permitan, por una parte, aportar material lignocelulésico aprovechable por los hongos
(caracteristica relacionada con la induccién y expresion de enzimas ligninoliticas) y, por otra,
favorecer el paso adecuado del flujo de aire a través del lecho filtrante, evitando una caida

de presion excesiva que pueda afectar el desemperio del sistema.

e Es factible estudiar la implementacion de un sistema compuesto por dos equipos
complementarios: un biofiltro de escurrimiento colonizado por un consorcio bacteriano para
el tratamiento de compuestos hidrofilicos presentes en mezclas complejas y, adicionalmente,
un biofiltro de lecho fijo colonizado por hongos para el tratamiento de compuestos

hidrofébicos.

El andlisis de los estudios presentados indica la necesidad de avanzar en lineas de investigacion
orientadas al desarrollo de sistemas capaces de tratar mezclas complejas de contaminantes
hidrofilicos e hidrofébicos presentes en emisiones gaseosas. La integracién de etapas biolégicas
complementarias permitiria abordar de manera mas eficiente la problematica asociada a la
generacién de olores molestos, contribuyendo a validar la hipétesis y los objetivos propuestos en

este estudio.
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3 MATERIALES Y METODOS.

3.1 METODOS ANALITICOS.

El presente estudio considera la medicion de compuestos quimicos en fase liquida y gaseosa,
incluyendo amoniaco, acido sulfhidrico, fenol, indol y p-cresol, ademas de la determinacion de

algunos metabolitos asociados a los procesos de biodegradacion, tales como nitritos y nitratos.

3.11 Medicion de concentracion de sulfuro de hidrégeno y amoniaco en fase gaseosa.

La concentracion de acido sulfhidrico y amoniaco en las corrientes de entrada y salida del biofiltro
fue determinada mediante un equipo portatil de deteccion infrarroja de gases y vapores

combustibles, marca Drager, modelo XM5000, Alemania [145].

3.1.2 Determinacién de fenol, indol y p-cresol en fase liquida y gaseosa.

Los compuestos fenol, indol y p-cresol fueron determinados mediante cromatografia de gases
utilizando un equipo GC Perkin Elmer Clarus 680, equipado con una columna capilar Supelco
Analytical Equity™-1. Esta columna corresponde a una columna de silice fundida con una longitud
de 30 m, un diametro interno de 0,53 mm y un espesor de pelicula de 3 pm. El cromatégrafo se

encontraba equipado con un detector de ionizacion de llama (FID).

Para la determinacién de fenol, las condiciones cromatogréaficas utilizadas fueron una temperatura
inicial del horno de 50 °C, seguida de una rampa de calentamiento de 15 °C/min hasta alcanzar 200
°C, manteniéndose esta temperatura durante 5 minutos. Se utilizé helio como gas portador, con un

flujo de 2,5 mL/min. El tiempo total de analisis del método fue de 15 minutos [146], [147].

Para la obtenciéon de las curvas de calibracién de fenol e indol en fase liquida, se utiliz6 2-propanol
como estandar interno, a una concentracién de 2 g/L. Para el fenol se prepararon siete soluciones
con concentraciones comprendidas entre O,1 y 4 g/L, mientras que para el indol se prepararon cinco

soluciones con concentraciones entre 0,03 y 3 g/L.

De cada diluciéon se tomaron 0,5 mL de solucién y se mezclaron con 0,5 mL del estandar interno.
Posteriormente, se tomaron O,5 L de la mezcla utilizando una jeringa SGE™ con guia para émbolo,
la cual fue inyectada en el cromatoégrafo de gases. A partir de los resultados obtenidos, se
construyeron las curvas de calibracion mediante la relacion entre las areas de los picos de

fenol/estandar interno e indol/estandar interno en funcién de la concentraciéon del analito.

Para el compuesto p-cresol se prepararon ocho soluciones con concentraciones comprendidas entre
0,01 y 2,5 g/L. Posteriormente, se tomaron 0,5 uL de cada solucion utilizando una jeringa SGE™
con guia para émbolo y se inyectaron en el cromatégrafo de gases para obtener las areas

correspondientes a los picos cromatograficos de p-cresol.
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La determinacién de las concentraciones de fenol, indol y p-cresol en las muestras liquidas se realiz6
mediante la inyecciéon de 0,5 pL de muestra en el cromatografo de gases. Las areas de los picos
obtenidas, o la relacion de areas en el caso de fenol e indol, fueron utilizadas para calcular la

concentracion de cada compuesto mediante sus respectivas curvas de calibracion.

Para la obtenciéon de las curvas de calibracion de fenol, indol y p-cresol en fase gaseosa, se
prepararon soluciones liquidas en viales cerrados, estimando las concentraciones de los compuestos

en la fase gaseosa mediante equilibrio entre las fases liquida y gaseosa.

Para ello, se utilizaron cinco viales de vidrio de 125 mL, cada uno conteniendo 25 mL de fase liquida.
Los viales fueron sellados herméticamente y mantenidos en un bafio termorregulado a 25 °C durante

12 horas, con el objetivo de alcanzar el equilibrio de particion del compuesto entre ambas fases.

Posteriormente, se extrajeron 4 mL del espacio de cabeza de cada vial utilizando una jeringa SGE™
y la muestra gaseosa fue inyectada en el cromatégrafo de gases para obtener las areas

correspondientes a los picos cromatogréaficos de cada compuesto.

3.1.3 Medicién de amoniaco, nitrito y nitratos en fase liquida.

Para la determinacion de nitratos se utilizé un kit Hach basado en el método del acido cromotrépico
(Chromotropic Acid Method 10020, rango de medicion 0,2 a 30,0 mg/L NO3™-N (HR), Test ‘N Tube™
Vials) y un espectrofotometro DR3900 [148].

El método se basa en la reaccién del acido cromotrépico con los nitratos presentes en la muestra en
medio acido, mediante la adicién de H,SO,. La reaccion genera una coloracion amarilla cuya
intensidad es proporcional a la concentraciéon de nitrato presente en la muestra. La absorbancia
asociada a esta coloracion fue determinada mediante espectrofotometria a una longitud de onda de
410 nm.

Para la determinacion de nitritos se utiliz6 un kit Hach basado en el método de diazotizacion
(Diazotization Method 10019, rango de medicién 0,003 a 0,500 mg/L NO,™-N (LR), Test ‘N Tube™
Vials) y un espectrofotometro DR3900 [149].

El método se fundamenta en la reaccién de diazotizacion de los nitritos presentes en la muestra,
mediante la cual el nitrito reacciona con sulfanilamida en medio acido, formando un ion diazonio.
Posteriormente, este intermediario reacciona con N-(1-naftil) etilendiamina, generando un compuesto
azoico coloreado cuya intensidad es proporcional a la concentracion de nitrito presente en la
muestra. La determinacién permite cuantificar concentraciones de hasta 180 pg/L de nitrégeno en

forma de nitrito, mediante una lectura espectrofotométrica a una longitud de onda de 543 nm.
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Para la determinacién de amoniaco/amonio en medio liquido se utilizé un kit Hach basado en el
método del salicilato (Salicylate Method 10031, rango de medicién 0,4 a 50,0 mg/L NH3;-N (HR),
Test ‘N Tube™ Vials; aplicacion para agua, aguas residuales y agua de mar) y un equipo de lectura
Hach DR-3900 [150].

El método se fundamenta en la reaccion del amoniaco presente en la muestra con salicilato e
hipoclorito en medio alcalino, generando un compuesto coloreado denominado indofenol. En la
primera etapa de la reacciéon, el amoniaco reacciona con el hipoclorito formando monocloramina;
posteriormente, esta especie reacciona con el salicilato para producir 5-aminosalicilato. Este
compuesto se oxida en presencia de un catalizador de nitroprusiato, dando origen al compuesto
indofenol de color azul. La intensidad de la coloracién desarrollada es proporcional a la
concentracién de amoniaco/amonio presente en la muestra y fue determinada mediante

espectrofotometria a una longitud de onda de 635 nm.

3.1.4 Determinaciéon de concentraciones de sulfato.

Para la determinacion de sulfatos en solucion acuosa se utilizé un kit Hach TNTplus® 865 Sulfato
(rango de medicién 150-900 mg/L SO,2~, Método 10227, aplicacion para agua potable, aguas

residuales, agua bruta y analisis de procesos) y un equipo analizador Hach DR-3900 [151].

El método se basa en la precipitacion del sulfato de bario, mediante la reaccién entre los iones
sulfato presentes en la muestra y el cloruro de bario, formando un precipitado blanco de sulfato de
bario (BaSO,). La intensidad de la turbidez generada por el precipitado es proporcional a la
concentracién de sulfato presente en la muestra y permite su cuantificacion mediante el analisis

espectrofotométrico.

3.1.5 Determinacion de la concentracion de glucosa.

La determinacion de glucosa se realiz6 mediante el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS),
basado en la cuantificacibn de azlcares reductores libres mediante la reduccion del acido
dinitrosalicilico, generando un compuesto nitroaminado coloreado cuya intensidad es proporcional

a la concentracion de grupos reductores presentes en la muestra [152].

La muestra para el analisis se obtuvo a partir del sobrenadante generado luego de la centrifugacion
de una alicuota a 4400 rpm durante 15 min. Posteriormente, el sobrenadante fue filtrado, y la mayor

parte del volumen obtenido fue almacenado congelado para su posterior determinacion.

Para el analisis, 1 mL de muestra fue mezclado con 1 mL de reactivo DNS y sometido a un bafio
Maria en ebullicion durante 5 min. Luego, la muestra fue enfriada y se adicionaron 10 mL de agua
destilada. Finalmente, se determiné la absorbancia de la solucion mediante espectrofotometria a una

longitud de onda de 540 nm.
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3.2 MICROORGANISMOS SELECCIONADOS.

3.2.1 Bacterias para la remocion de amoniaco y acido sulfhidrico.

De acuerdo con la revision bibliografica presentada en el punto 2.1.6.1, correspondiente a los
microorganismos estudiados para la remocion de olores [98], se seleccionaron las bacterias
Thiobacillus thioparus y Nitrosomonas europaea para su utilizacién en el proceso de remocion de

acido sulfhidrico y amoniaco, respectivamente.

La bacteria Thiobacillus thioparus fue activada mediante la inoculacion del cultivo inicial en un matraz
de 250 mL que contenia 50 mL de medio de cultivo. Se ajusto el pH a 6,5. Posteriormente, el matraz
fue incubado a 250 °Cy 100 rpm durante 48 horas. La composicién del medio de cultivo fue la que
muestra la Tabla 3-1. La propagacion se realizé utilizando como inéculo el caldo de cultivo obtenido
del matraz de activacion, empleando nuevamente el mismo medio de cultivo bajo las mismas

condiciones de incubacion de 25 °Cy 100 rpm.

Tabla 3-1 Medio utilizado para la activacion y propagacion de Thiobacillus thioparus.

Sales minerales Concentracion (g/L)
(NH,4)2S0O, 0,1
K;HPO, 4
KH,PO, 4
MgS0O,:7H,0 0,1
CaCl, 0,1
FeCl3-6H,0 0,02
MnS0O,-H,0 0,02
Na,S,05-5H,0 10

La bacteria Nitrosomonas europaea fue activada en un matraz hidratando la biomasa liofilizada con
50 ml del medio de cultivo cuya composicién se muestra en la Tabla 3-2 la suspensiéon se mantuvo
por 48 horas a 25 °Cy 100 rpm. La propagacion de esta bacteria se realiz6 a 25°C y sin agitacion
utilizando como in6culo caldo de cultivo del matraz de activacion y el mismo medio de cultivo por

72 horas.

Tabla 3-2 Medio utilizado para la activacion y propagaciéon de Nitrosomonas europaea.

Sales minerales Concentracion (g/L)

(NH,),S0O, 2,5
K,HPO, 0,5
HEPES 12
MgSO,-7H,0 0,1

CaCl, 2H,0 0,005

Fe-EDTA 0,075
NaHCOs 0,5
Na,S,05:5H,0 10
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3.2.2 Hongos candidatos para la remocién de indol y p-cresol.

De acuerdo con la revisién bibliografica, los hongos Anthracophyllum discolor y Stereum hirsutum
fueron seleccionados como candidatos para la remocién de los compuestos hidrofébicos indol y p-
cresol. Como fue indicado previamente, las cepas utilizadas en este estudio fueron donadas por la

Universidad de La Frontera, Laboratorio de Biotecnologia, Temuco, Chile.

3.2.3 Métodos analiticos utilizados en la caracterizacion y selecciéon de los hongos.

3.2.3.1  Métodos de crecimiento inicial y cultivo.

os hongos fueron transferidos desde tubos de ensayo inclinados, conservados a 4 °C, hacia placas
Petri que contenian el medio de cultivo descrito en la Tabla 3-3. Las placas fueron incubadas a 30
°C durante un periodo de 5 a 7 dias para permitir la propagacion del micelio, previo a su utilizacién

en la preparacién del in6culo.

Tabla 3-3 Medio de cultivo de los hongos en placas Petri.

Compuesto Concentracion (g/L)
Agar 15
Extracto de Malta 3,5
Glucosa (CsH1206) 10

La cinética de crecimiento se determindé mediante la inoculacién de discos de micelio de 6 mm de
diametro, obtenidos desde las placas Petri previamente descritas, en botellas de 125 mL que
contenian 50 mL de medio modificado de Kirk [134], cuya composicién se presenta en las Tablas 3-
3y 3-4, suplementado con glucosa a una concentracion de 5 g/L. Los frascos fueron mantenidos a

una temperatura de 30 °C y bajo agitacién constante de 120 rpm.

Tabla 3-4 Medio de Kirk modificado para el cultivo de los hongos.

Compuesto Concentracion (g/L)

Peptona 2

KHzPO4 2

Glucosa 5

MgSO.4 0,5

CaCl 0,1

Tiamina 2

Solucién de sales minerales 10
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Tabla 3-5 Concentraciones de la solucion de trazas utilizadas para el cultivo de hongos.

Sales minerales Concentracién (mg/L)
KH2PO4 2
MgSO4+*7H20 0,5
CaClx*2H:0 0,1
MnSO4*5H.0 50
NaCl 10
FeS04*7H20 1
ZnS04*7H20 1
CuSO4+*7H20 0,1
AIK(SO4)2 0,1
HsBOs 0,1
NaMoO4*2H20 0,1

Para determinar la cinética de crecimiento de los hongos en fase liquida se utilizaron botellas de
vidrio de 125 mL. En cada botella se adicionaron inicialmente 23,5 mL de medio de cultivo, las
cuales fueron esterilizadas en autoclave a 121 °C durante 20 min. Posteriormente, se incorpor6 a

cada botella la solucién de sales minerales y tiamina hasta alcanzar un volumen final de 25 mL.

Las botellas fueron inoculadas con biomasa fungica obtenida a partir de las placas Petri previamente
descritas. La inoculacion se realizé6 mediante la incorporaciéon de dos discos circulares de 6 mm de
diametro obtenidos desde una placa colonizada con el hongo. Posteriormente, las botellas fueron

incubadas en un equipo termoagitador a 30 °Cy 100 rpm.

Los ensayos fueron realizados por duplicado, utilizando cuatro botellas para evaluar la cinética de

crecimiento de biomasa flngica y consumo de glucosa.

La determinacion de biomasa fungica en medio liquido se realiz6 mediante el método de peso seco
[152]. Para ello, se prepararon capachos de aluminio previamente identificados y secados en estufa
a 105 °C durante 24 horas. Luego se registr6 la masa del capacho seco y se adicioné el pellet de
biomasa obtenido a partir de las muestras centrifugadas a 4400 rpm durante 15 min.
Posteriormente, la biomasa fue sometida a dos lavados y nuevamente secada durante 24 horas.
Finalmente, se determiné la masa del conjunto capacho-biomasa seco y, mediante diferencia de peso,

se obtuvo la masa de biomasa fungica.

La concentracion de biomasa fungica fue calculada considerando la masa obtenida y el volumen

original de muestra utilizado para la determinacion.
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3.2.3.2 Métodos para la selecciéon de uno de los hongos propuestos.

Para seleccionar una de las dos especies fungicas, Anthracophyllum discolor o Stereum hirsutum,
ambas fueron sometidas a cinéticas de crecimiento en medio liquido en presencia de fenol, con el

objetivo de evaluar su resistencia al compuesto y determinar las concentraciones inhibitorias.

Para ello, se prepararon 24 botellas de vidrio de 125 mL, a las cuales se adicionaron 23,5 mL de
medio de cultivo. Posteriormente, las botellas fueron esterilizadas en autoclave a 121 °C durante 20
min. Luego, se incorporaron trazas, tiamina y fenol a cada botella hasta alcanzar un volumen final
de 25 mL.

Las botellas fueron inoculadas utilizando biomasa flingica obtenida desde placas Petri
homogéneamente colonizadas. La inoculacién se realiz6 mediante la incorporaciéon de dos discos
circulares de 6 mm de didametro, obtenidos con un sacabocado desde la placa colonizada, los cuales
fueron adicionados a cada botella. Posteriormente, las botellas fueron incubadas en un

termoagitador a 30 °Cy 100 rpm.

Durante el ensayo se analizé una botella cada 24 horas, determinando la concentracion de fenol,
glucosa y biomasa fungica. Los ensayos fueron realizados por duplicado, utilizando un total de 12

botellas para cada especie fungica.

El experimento fue repetido bajo diferentes condiciones de concentraciéon de glucosa y fenol en el
medio de cultivo. En el primer ensayo se utilizé6 una concentracién de 1 g/L de glucosay 0,5 g/L de
fenol; en el segundo ensayo se emplearon 1 g/L de glucosa y 1 g/L de fenol; finalmente, en el tercer

ensayo se utilizaron 0,75 g/L de glucosa y 2 g/L de fenol.

3.3 MONTAIJE Y OPERACION DEL SISTEMA DE BIOFILTRACION.

3.3.1 Sistema de generacion de gases.

El primer paso consistié en la implementaciéon de sistemas de generacién de corrientes de aire con

concentraciones controladas de amoniaco, acido sulfhidrico, indol y p-cresol.

3.3.1.1 Generacion de amoniaco.

Para la generacién de la corriente gaseosa de amoniaco se utilizé una botella cerrada de 20 L que
contenia una solucién de amoniaco de concentracién conocida. En el interior de la botella se hizo
burbujear una corriente de aire, permitiendo el arrastre del amoniaco hacia la fase gaseosa y la

generacion de la corriente contaminada.

La botella fue alimentada con amoniaco concentrado con el objetivo de mantener la concentracion

de salida dentro de los niveles requeridos para las diferentes experiencias experimentales.
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3.3.1.2 Generacion de acido sulfhidrico.

Para la generaciéon de acido sulfhidrico se utilizé una botella de 20 L que contenia una solucién
sobresaturada de sulfuro de sodio. Sobre esta solucién se adicion6, mediante goteo, una solucién
diluida de acido clorhidrico ajustada a pH 2, impulsada mediante una bomba peristaltica. Este
sistema permitié la generacion controlada de acido sulfhidrico, regulada por la velocidad de

alimentacién de la bomba y la concentracién de la solucién de acido clorhidrico utilizada.

Con el objetivo de evitar la generacion accidental de concentraciones elevadas de acido sulfhidrico,
ambas botellas fueron instaladas dentro de pretiles de contencién individuales para prevenir posibles
derrames. La corriente de aire proveniente de la botella de generacién de amoniaco fue conectada
en serie con la botella de generacién de acido sulfhidrico, permitiendo el arrastre del contaminante

inmediatamente después de su formacién y evitando su acumulacién en el sistema.

Un esquema del sistema de generacion de amoniaco y acido sulfhidrico se presenta en la Figura 3-
1.

—»q PM

Figura 3-1. Esquema y detalle de las partes del sistema de generacion de amoniaco y acido sulfhidrico.

Punto de toma de aire desde el sistema de compresores

Botella con agua y relleno de anillos rasching para la humidificacion del aire
Flujo de aire himedo

Rotametro de lectura de flujo de aire

Botella con solucién de amoniaco

Flujo de aire himedo contaminado con amoniaco

Botella con acido clorhidrico diluido

Bomba peristéltica de alimentacién de HCI para la generacion de H2S

Flujo de solucién de HCI hacia la botella con solucion sobresaturada de sulfuro de sodio
Botella con solucién sobresaturada de sulfuro de sodio

Aire himedo contaminado con amoniaco y acido sulfhidrico
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3.3.1.3  Generacion de Indol y p-cresol.

Para la generacion de los compuestos indol y p-cresol, una corriente gaseosa de aire previamente
saturada con humedad fue conducida a través de dos frascos de vidrio conectados en serie, los

cuales contenian indol y p-cresol en estado puro, respectivamente.

Los frascos de vidrio fueron parcialmente sumergidos en un bafio térmico, cuya temperatura fue
utilizada como variable de control para modificar la concentracion de indol y p-cresol en la corriente
gaseosa de salida. El sistema de control térmico estuvo asociado a una resistencia eléctrica utilizada
como actuador para regular la temperatura del bafio. El esquema del sistema de generacién de indol

y p-cresol se presenta en la Figura 3-2.
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Figura 3-2. Esquema y detalle de las partes del sistema de generacién de Indol y para cresol.

1 Punto de toma de aire desde el sistema de compresores

2 Botella con agua y relleno de anillos rasching para la humidificacion del aire
3 Flujo de aire humedo

4  Rotametro de lectura de flujo de aire

12 Botella con p-cresol puro

13  Flujo de aire himedo contaminado con p-cresol

14 Botella con indol puro

15 Rotametro de lectura de flujo de aire

16 Bario térmico para las botellas que contienen indol y p-cresol
17 Controlador de temperatura del bafio térmico

18 Flujo de aire himedo contaminado con indol y p-cresol

PM  Puntos de toma de muestras
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Durante el desarrollo del estudio fue necesario integrar los sistemas individuales de generacién de
gases con el objetivo de producir una corriente gaseosa contaminada con los cuatro compuestos de
interés: amoniaco, acido sulfhidrico, indol y p-cresol. El esquema del sistema integrado de generacion

se presenta en la Figura 3-3.

Figura 3-3. Esquema del sistema de generacion Unico de gases.

3.3.2 Descripcion del montaje y operacion de los biofiltros.

Se implementaron dos biofiltros: un biofiltro de escurrimiento, colonizado por bacterias, y un biofiltro

de lecho fijo, colonizado por hongos.

3.3.2.1  Descripcién del biofiltro de escurrimiento.

Para el montaje del biofiltro de escurrimiento se utiliz6 una columna de PVC transparente con un
diametro interno de 7,7 cm y una altura de relleno de 1,0 m, correspondiente a un volumen de
empaque de 5 L. Como material de relleno del biofiltro se utilizaron anillos Raschig de polipropileno

de 10 mm de diametro exterior [154].
La composicién del medio de cultivo utilizado se presenta en la Tabla 3-6. El volumen de medio de

recirculacion empleado en la columna fue de 2 L, el cual fue recirculado continuamente mediante

una bomba peristaltica desde la zona inferior del biofiltro hacia la parte superior del sistema.
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El biofiltro fue inoculado con el consorcio bacteriano previamente descrito, y en este sistema se
realizaron ensayos de remocién de amoniaco y acido sulfhidrico. El esquema del equipo se presenta

en la Figura 3-6.

Tabla 3-6 Composicion del medio de recirculacion del biofiltro de escurrimiento.

Compuesto Concentracion (g/L)
KH2PO. 0,6
KzHPO4 1
MgSO4+*7H20 0,2
CaCl2*2H20 0,1
NaCl 0,5
FeSO4*7H:0 0,001

3.3.2.2 Descripcion del biofiltro fungico.

Se monté un biofiltro de lecho fijo utilizando como soporte fisico un cilindro de PVC transparente
con tapas apernables a la estructura cilindrica. La entrada de la corriente de aire se ubicé en la parte
inferior del cilindro y la salida en la parte superior, ambas mediante conexiones fabricadas con

cafieria de PVC de 1 pulgada de diametro nominal.

En el cuerpo del cilindro se realizaron tres perforaciones de 10 mm de diametro, las cuales fueron
utilizadas como puntos intermedios de muestreo. Durante los periodos en que no se realizaron
mediciones, estos orificios permanecieron sellados mediante tapones de goma. Las dimensiones del
biofiltro fueron un diametro interno de 0,15 m y una altura de lecho de 0,3 m, correspondiente a

un volumen de relleno de 5 L.

El sistema dispuso de cinco puntos de muestreo distribuidos a lo largo del biofiltro, considerando
la entrada, la salida y los tres puntos intermedios. Como material de soporte para el crecimiento del

microorganismo se utilizé una mezcla de materiales lignocelulésicos y minerales.

El soporte principal utilizado fue escobajo o raspén de uva, el cual representa entre un 3,0y 7,0 %
del peso del racimo de uva. Este material destaca por su elevada area superficial y una fraccién de
huecos que permite el paso del aire entre los pedinculos con una baja pérdida de carga.
Actualmente, el raspon carece de aplicaciones industriales relevantes y es considerado un residuo;

por ello, su utilizaciéon en procesos de remediacién ambiental resulta de interés [153].

La estructura abierta del escobajo lo convierte en un material adecuado para el soporte y crecimiento
de hongos, particularmente hongos lignoliticos, los cuales pueden utilizarlo adicionalmente como
fuente de carbono y/o energia. El escobajo utilizado en las experiencias fue obtenido desde Vifa

Matetic, comuna de San Antonio, Chile. Sus caracteristicas fisicas se presentan en la Tabla 3-5.
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Ademas del escobajo, el material de relleno del biofiltro incluyé turba y vermiculita. La turba
corresponde a un material organico generado a partir de la descomposicion de material vegetal y es
ampliamente utilizada como sustrato en jardineria y agricultura debido a su capacidad de retencién
de agua, caracteristica que favorece condiciones adecuadas para el crecimiento fungico. La
vermiculita es un mineral perteneciente al grupo de las micas, constituido por silicatos de hierro y
magnesio, que presenta una elevada capacidad de retencion de agua y nutrientes minerales,

incluyendo potasio, magnesio, calcio y amonio.

Para el montaje del biofiltro se utilizaron 200 g de escobajo en condiciones asépticas, el cual fue
mezclado con 94 g de turba y 47 g de vermiculita previamente esterilizadas. Posteriormente, la
mezcla fue humectada con 100 mL de medio de cultivo previamente esterilizado y se incorporo el

hongo desarrollado en dos placas Petri.

La mezcla compuesta por escobajo, vermiculita, turba y biomasa fungica fue utilizada para rellenar
el cilindro de PVC. Finalmente, el biofiltro fue ensamblado mediante la conexién de las entradas y

salidas de la corriente de aire. El esquema del biofiltro se presenta en la Figura 3-4.
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Figura 3-4. Esquemas de los biofiltros utilizados en el estudio.

A: biofiltro de escurrimiento inoculado con bacterias para el tratamiento de amoniaco y acido sulfhidrico, se
muestra el cuerpo del equipo y el sistema de bombeo auxiliar que recircula continuamente medio que esta en
el fondo del equipo, se muestran ademas la entrada de gas contaminado por la zona inferior y la salida de gas
tratado por la zona superior.

B: biofiltro fungico para el tratamiento de indol y para cresol en el cual se destacan los tres puntos de toma de
muestras, (PM), del cuerpo del equipo, se muestra en la zona inferior la entrada de gas contaminado con un
rotdmetro como medidor del flujo de entrada y la linea de salida del aire tratado por la parte superior del

equipo.
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Tabla 3-7 Parametros fisicos del escobajo de uva utilizado en el biofiltro fungico.

Densidad 750 (9/L)
Densidad aparente 60-70 (g/L)
Fraccion de huecos >90 Yo
Area especifica 200-250 m2/m3

3.3.3 Disefio de las experiencias de remociéon de compuestos.

3.3.3.1 Biofiltros independientes, primeras etapas del montaje y operacién de los equipos.

Para la puesta en marcha del biofiltro de lecho fijo, el equipo fue instalado sobre una estructura
elevada que permitié la conexion de la linea de alimentacion de aire en la zona inferior de la columna.
Posteriormente, el sistema fue sanitizado y rellenado con escobajo previamente esterilizado, el cual
fue humectado mediante la adicion de 200 mL de agua destilada estéril. Después de 10 minutos, el

exceso de agua fue eliminado por drenaje natural del soporte.

La inoculacién del biofiltro se realizé utilizando biomasa fungica obtenida desde dos placas Petri
completamente colonizadas. El material fungico fue transferido a un vaso precipitado que contenia
30 mL de medio Kirk modificado, donde fue fragmentado utilizando una espatula con el objetivo de
favorecer su distribucion homogénea en el medio liquido. Posteriormente, la suspensién conteniendo
el hongo fue adicionada por la parte superior del biofiltro, distribuyéndose sobre el soporte de

escobajo.

Luego de la inoculacion, el sistema se mantuvo durante 24 horas antes de iniciar la alimentacion
con aire limpio, con el objetivo de favorecer la adhesion inicial del hongo al soporte lignocelulésico.
Posteriormente, se realizaron pruebas preliminares de operacion destinadas a verificar la ausencia

de fugas, estabilidad del flujo gaseoso y correcto funcionamiento hidraulico del sistema.

Una vez validado el funcionamiento del equipo, se inici6 la alimentacién con la corriente gaseosa
conteniendo los compuestos odorantes. Durante la operacion del biofiltro, se adicionaron 50 mL de
medio de cultivo por la parte superior de la columna tres veces por semana, con el objetivo de
mantener la humedad del lecho y favorecer las condiciones necesarias para el crecimiento y actividad

metabdlica del hongo.

Con los biofiltros operando se evalué la eficiencia de remocién y la capacidad de eliminacién de los
contaminantes para flujos de aire comprendidos entre 2 y 5 L/min, correspondientes a tiempos de
residencia de camara vacia entre 1y 2,5 min. Para ello, se determinaron las concentraciones de indol
y p-cresol en la corriente de entrada y salida del biofiltro. Adicionalmente, se realizaron tres

mediciones de actividad enzimatica de lacasa, manganeso independiente peroxidasa y manganeso
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peroxidasa, ademas de un balance de masa, con el objetivo de evaluar la presencia y/o

biodegradacion de indol y p-cresol dentro de la columna.

Para iniciar la operacion del biofiltro de escurrimiento, el sistema fue previamente sanitizado y
ensamblado. Posteriormente, la columna fue rellenada con anillos Raschig de polipropileno
previamente esterilizados. Una vez completado el llenado del reactor, se inici6 el flujo de aire desde
la parte inferior hacia la parte superior del equipo, manteniendo la circulaciéon continua del gas a

través del lecho empacado.

Posteriormente, se adicioné el medio de recirculacion desde la parte superior de la columna y se
activé la bomba peristaltica encargada de mantener la recirculacion continua del liquido desde la
zona inferior del biofiltro. El sistema se mantuvo operando durante 24 horas con aire limpio, con el
objetivo de verificar la ausencia de fugas, problemas hidraulicos o presencia de microorganismos

contaminantes de rapido crecimiento que pudieran interferir con la posterior inoculacién bacteriana.

Una vez verificada la estabilidad operacional del sistema, el biofiltro fue inoculado mediante la
adicion de 25 mL del cultivo de propagacion correspondiente a cada especie bacteriana.
Posteriormente, el sistema se mantuvo durante 72 horas bajo condiciones de operacién sin
alimentacién de contaminantes, permitiendo la adaptacién inicial de la biomasa bacteriana al medio

de recirculaciéon y al material de soporte.

En este biofiltro se utilizé un flujo de aire de 5 L/min, asociado a un tiempo de residencia de camara

vacia de 1 min, utilizando una corriente gaseosa que contenia acido sulfhidrico y amoniaco.

En el biofiltro bacteriano se realizaron mediciones de las concentraciones de amoniaco y acido
sulfhidrico en la entrada y salida del equipo, ademas de la determinacion de amoniaco/amonio,
nitritos, nitratos y sulfatos presentes en el medio liquido de recirculacion. Finalmente, se calcularon

las capacidades de eliminacién y las eficiencias de remocion de los contaminantes evaluados.

3.3.3.2 Biofiltros conectados en serie.

Luego de las actividades descritas en el punto 3.3.3.1, ambos biofiltros (bacteriano y fungico) fueron
conectados en serie y operados bajo esta configuracién durante 90 dias. En esta etapa, el biofiltro
de escurrimiento se utiliz6 como primera etapa del sistema, mientras que el biofiltro de lecho fijo se

emple6é como segunda etapa.

El sistema en serie fue alimentado mediante un Unico sistema de generacién de gases, construido a
partir de la integracion de los sistemas de generacion de amoniaco y acido sulfhidrico con el sistema
de generacién de indol y p-cresol. En esta fase se utiliz6 un flujo variable entre 2 y 5 L/min de una
corriente de aire contaminada con los cuatro compuestos: amoniaco, acido sulfhidrico, indol y p-

cresol.
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Se evaluaron la capacidad de eliminacion y la eficiencia de remocién de todos los contaminantes en
el sistema completo. El esquema de la conexién en serie de ambos biofiltros se presenta en la Figura
3-5.

En el biofiltro fungico se realizaron ademas mediciones adicionales, incluyendo un segundo balance
de masa para estimar el porcentaje de retenciéon de indol y p-cresol, asi como dos determinaciones
de la masa total de biomasa fungica presente en el sistema. Adicionalmente, durante esta etapa se
realizaron mediciones semanales (cada siete dias) de actividad enzimética de lacasa, manganeso

independiente peroxidasa y manganeso peroxidasa.

En el biofiltro de escurrimiento colonizado por bacterias, se llevaron a cabo mediciones de amoniaco,
acido sulfhidrico, nitritos, nitratos y sulfatos en el medio liquido de recirculacion del sistema. Un
esquema completo del sistema de generacion de contaminantes y de las columnas de tratamiento
conectadas en serie, junto con el detalle de los elementos que lo componen, se presenta en la Figura
3-6.
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Figura 3-5. Conexién en serie de los biofiltros y detalles.

18 Aire con NHs, H2S Indol y p-creso desde el sistema de generacion de gases

19 Biofiltro bacteriano de escurrimiento y lecho polimérico
20 Medio de recirculacion

21 Bomba peristaltica de recirculaciéon de medio

22 Aire tratado por la columna bacteriana

23 Rotametro de control de flujo

24 Biofiltro fungico de lecho orgéanico

25 Aire tratado por ambos biofiltros
PM Puntos de toma de muestras
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Figura 3-6. Esquema del sistema completo de generacién y tratamiento de gases odorantes.
El sistema considera los biofiltros conectados en serie, alimentados por un Unico sistema de generacion de

gases

Figura 3-7. Iméagenes referenciales de escobajo, turba y vermiculita utilizada en el estudio.

3.3.4 Balances de masa de indol y para cresol en biofiltro de lecho fijo.

Se realizaron dos balances de masa para los compuestos odorantes en el sistema. Para ello, se
determiné la masa total del compuesto que ingresé y salié del biofiltro durante el periodo de andlisis.
Adicionalmente, se cuantificé la masa retenida en la columna en los momentos inicial y final del
mismo periodo. Posteriormente, los resultados fueron comparados con el fin de evaluar la

biodegradacion en el sistema.
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La masa total de compuesto odorante ingresada y emitida por la columna durante el periodo de
anélisis se calcul6 a partir de la concentracion media de entrada y salida en dicho intervalo, la cual

fue multiplicada por el caudal volumétrico de la corriente de aire contaminada.

Para la determinacion de la masa retenida en la columna, se tomaron muestras de escobajo en tres
zonas del biofiltro. Estas muestras fueron colocadas en matraces con 50 mL de solucién de etanol
al 30 % (v/v) y sometidas a agitacion durante 24 horas a 100 rpm y 25 °C. Posteriormente, el
sobrenadante fue filtrado y del filtrado se tomaron 50 pL para su andlisis por cromatografia de gases
(GC). La concentracion obtenida, junto con el volumen total de la soluciéon de extraccion, permitié

determinar la cantidad de compuesto retenido en el material de soporte.

En el primer balance de masa se utilizaron muestras de escobajo entre 0,4 y 0,45 g, mientras que
en el segundo balance se utilizaron muestras de 2 g. El primer balance se realiz6 en el biofiltro
operando de manera independiente, con un tiempo de residencia de 2,5 min durante 70 dias. El
segundo balance se llevé a cabo con el biofiltro conectado al sistema de escurrimiento, durante un
periodo de 39 dias. El esquema de la secuencia de pasos del procedimiento de medicién se presenta

en la Figura 3-8.
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Figura 3-8. Etapas para realizar los balances de masa de indol y p-cresol.
1.- Las muestras de escobajo de tres zonas de la columna se llevan a matraces con 50 ml de solucion al 30%
volumen de etanol con agitacién por 24 horas a 100 (RPM) y 25 (°C)
2.- El liquido sobrenadante se filtra.

3.- Se toman 50 (uL) del liquido filtrado y se analizan por GC para medir concentraciones de indol y p-cresol.
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3.3.5 Determinacion de la capacidad de eliminacién y porcentajes de remocion de
compuestos, y remocion de olor.
Para la determinacion de la capacidad de eliminacion y la eficiencia de remocién de los compuestos
odorantes indol y p-cresol, se tomaron muestras de la fase gaseosa a la entrada y salida del biofiltro
fungico. Estas muestras fueron analizadas mediante cromatografia de gases (GC) para determinar la
concentracién de los compuestos en ppmv. Para el caso de éacido sulfhidrico y amoniaco la
concentracién fue determinada mediante el equipo portatil de deteccion infrarroja de gases y vapores
combustibles, marca Drager, modelo XM5000, Alemania.
La cuantificaciéon se realizé considerando la temperatura del sistema, el peso molecular de cada
compuesto y asumiendo comportamiento de gas ideal. A partir de las concentraciones obtenidas,
junto con el caudal de aire y el volumen de operacién, se calcularon las cargas de entrada y salida,
asi como la capacidad de eliminacion y la eficiencia de remocion, de acuerdo con las Ecuaciones 3-
1y 3-2.

C -C,
%

IS

C, = Q-
Ecuacion 3-1 Capacidad de eliminacion de un compuesto odorante en un biofiltro.

R=100¢ ﬁ
C

i

Ecuacién 3-2 Eficiencia de remocién de un compuesto odorante en un biofiltro.

Donde:
o C. Capacidad de eliminacion (g/m3h)
e R Eficiencia de remocion (%)
o C Concentracién de entrada del compuesto odorante (mg/L).
e C, Concentracion de salida del compuesto odorante (mg/L).
e O : Caudal de aire que contiene a los compuestos odorantes (L/h).
e V. : Volumen de lecho vacio del biofiltro (L).

Para la determinacién de la capacidad de remocién de olor, se utilizaron las concentraciones medidas
en los biofiltros y los umbrales de deteccién de olor de cada compuesto obteniendo los valores de
actividad de olor a la entrada y salida de los equipos para todos los compuestos, de acuerdo con la

Ecuacion 3-3.

AOV = _C
oDT

Ecuacion 3-3. Calculo del valor de actividad de olor para un compuesto.

e (C Concentracién del compuesto en el aire en (mg/m3)

e ODT: Umbral de deteccion olfativo del compuesto (mg/m?)
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La determinacion de la remocion del olor se realizé utilizando la Ecuacion 3.4
AOV. - AOV
Ro =100 —————~=2

AOK

Ecuacién 3-4 Eficiencia de remocién de un compuesto odorante en un biofiltro.

Donde:
e R, : Eficiencia de remocion de olor (%)
e AOV: Valor de actividad de olor en la entrada el biofiltro

e AOV,. Valor de actividad de olor en la salida el biofiltro
3.3.6 Determinacion de actividad enzimatica.

La actividad enziméatica se determin6 mediante el método modificado de Rubilar [135]. Desde la
columna fungica en operacién se tomaron muestras en los puntos de muestreo superior, medio e
inferior. Se recolectaron 7,5 g de escobajo por muestra, las cuales fueron transferidas a tubos Falcon

y sumergidas en 30 mL de tampédn acetato a pH 5.

Las muestras fueron sometidas a agitacion a 100 rpm durante 10 min y posteriormente
centrifugadas a 4500 rpm durante 1 h. El sobrenadante obtenido fue filtrado al vacio para eliminar
solidos residuales. El filtrado fue transferido a dispositivos Amicon Ultra-15 con membrana PLQK
Ultracel-PL de 50 kDa, los cuales fueron nuevamente centrifugados a 4500 rpm durante 10 min.
Finalmente, el sobrenadante resultante fue almacenado en tubos Eppendorf de 1 mL y conservado

en refrigeracion para su posterior analisis.

Se determin6 la actividad de las enzimas manganeso peroxidasa, manganeso independiente
peroxidasa y lacasa mediante la oxidaciéon de 2,6-dimetoxifenol. La actividad de lignina peroxidasa
no fue considerada debido a la ausencia de alcohol veratrilico, requerido para dicho ensayo. Las
mediciones se realizaron a una longitud de onda de 468 nm con un tiempo total de reaccion de 90

s. Todos los reactivos fueron previamente equilibrados a 30 °C mediante bafio maria.

Se prepararon las soluciones:
e Malonato de sodio: 2,602 (% mv) pH 4,5.
e 2,6-dimetoxifenol (DMP) 0,308 (Yomv) en agua destilada.
e EDTA: 0,372 (%omv) en agua destilada.
e Perdxido de hidrogeno 45 (ul) al 30% en 100 ml de agua destilada.

e Sulfato de manganeso hidratado 0,335 (%emv) en agua destilada.

Las soluciones de DMP y peréxido de hidréogeno fueron preparadas inmediatamente antes de cada
ensayo.

Para la primera lectura (L1), en una celda de cuarzo de 3 mL se adicionaron 400 pL de solucién de
malonato de sodio, 100 pL de solucion de DMP, 1100 pL de agua destilada y 100 pL de
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sobrenadante del cultivo. En paralelo, se preparé un blanco idéntico, sustituyendo el sobrenadante
por agua destilada. La celda fue introducida en el espectrofotometro y se registré la absorbancia a
los O, 30, 60y 90 s.

Para la segunda lectura, en la misma celda se afiadieron 100 pL de solucién de sulfato de manganeso
(MnSO,4°H;0), con el objetivo de evaluar la actividad de manganeso peroxidasa. La celda fue

nuevamente analizada en el espectrofotémetro registrando la absorbancia a los O, 30, 60y 90 s.
Para la tercera lectura, en la misma celda se adicionaron 200 pL de solucion de peréxido de

hidrégeno, registrandose nuevamente la absorbancia a los O, 30, 60 y 90 s, con el fin de determinar

la actividad de manganeso independiente peroxidasa o peroxidasa versatil.

El coeficiente de extincion molar del DMP utilizado fue de 49.600 (M™"-cm™") [134], [154], [155].

A4+ V + 1000
E<LsV

Ecuacion 3-5 Calculo de la actividad enzimatica.

Donde:
e U : Actividad enzimatica en (U/ml).
o 44 : Cambio en la absorbancia (adimensional).
o vV : Volumen total utilizado de la celda de cuarzo (ml).
e E : Coeficiente de extinciéon molar del compuesto (1/M cm).
o L : Ancho de la celda de cuarzo (cm).
o 7. : Volumen de extracto en la celda de cuarzo (ml).

3.3.7 Estimaciones de la biomasa fungica presente en la columna.

La biomasa fungica fue estimada mediante un método de peso seco modificado. Se tomaron
muestras de la columna correspondientes a 2—3 g de escobajo colonizado por el hongo, las cuales

se introdujeron en vasos precipitados de 100 mL previamente secados y tarados.

A cada vaso se le adicionaron 50 mL de solucién de Tween 80 al 0,4 % (v/v) y se sometieron a
agitacion durante 10 min. Posteriormente, el escobajo fue retirado cuidadosamente con pinzas,

separando el material s6lido del hongo de la solucién de lavado.
La solucion obtenida fue llevada a estufa a 105 °C durante 24 h. En paralelo, se preparé un segundo

vaso tarado que contenia Unicamente 50 mL de solucién de Tween 80, el cual fue sometido al mismo

tratamiento de secado en estufa.
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Una vez finalizado el secado, ambos vasos fueron pesados, obteniéndose en uno la masa
correspondiente a la mezcla de biomasa fungica residual mas Tween 80, y en el otro la masa
correspondiente Unicamente al Tween 80. Por diferencia de masas entre ambos sistemas se

determiné la masa de biomasa flngica presente en la muestra.

3.4 RESUMEN DE LA METODOLOGIA.

En la fase inicial del estudio se seleccionaron los microorganismos destinados al tratamiento de
amoniaco, acido sulfhidrico, indol y p-cresol en emisiones gaseosas. En paralelo, se definieron los
métodos analiticos para la determinacion de contaminantes tanto en fase gaseosa como en fase

liquida.

Los hongos candidatos fueron sometidos a ensayos de crecimiento en medio liquido en presencia

de fenol, con el objetivo de seleccionar la especie fingica mas resistente al compuesto odorante.

Posteriormente, se diseiiaron los sistemas de generacion de compuestos odorantes y la forma de
modular sus concentraciones en las corrientes de aire. Una vez definido el sistema de generacién de
corrientes gaseosas, se realizé el montaje de los biofiltros operados de manera independiente: un
biofiltro de escurrimiento con un relleno tradicional colonizado por bacterias para el tratamiento de
amoniaco y acido sulfhidrico, y un biofiltro fungico de lecho fijo con un soporte innovador colonizado

por la especie fungica seleccionada.

Se evaluaron las capacidades de eliminacion y los porcentajes de remocion de los compuestos en
cada sistema, asi como las remociones de olor en AOV, considerandose estos resultados como
condiciones de referencia o control. Estos escenarios permitieron establecer la base de comparaciéon
para el objetivo central del estudio, el cual consiste en evaluar la operacion de un sistema integrado
de dos biofiltros conectados en serie capaz de tratar una mezcla compleja de compuestos hidrofilicos

e hidrofébicos.

En una fase posterior, ambos biofiltros fueron conectados en serie y los sistemas de generacion de
gases fueron integrados. El biofiltro de escurrimiento se dispuso como primera etapa de tratamiento,
mientras que el biofiltro de lecho fijo se configuré como segunda etapa. En este sistema se aliment6

una Unica corriente gaseosa que contenia amoniaco, acido sulfhidrico, indol y p-cresol.

Se evaluaron nuevamente las capacidades de eliminacion, porcentajes de remocién y remocién de
olor en AOV de todos los contaminantes en el sistema integrado de biofiltros conectados en serie.
Los resultados obtenidos fueron comparados con aquellos de los escenarios de control previamente

descritos, con el fin de evaluar la hipétesis del estudio.
En el biofiltro de lecho fijo se determin6é ademas la actividad enziméatica de lacasa, manganeso

peroxidasa y manganeso independiente peroxidasa, la cantidad de indol y p-cresol retenido en el

soporte y la biomasa flngica presente en el sistema.
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En el biofiltro de escurrimiento se midieron las concentraciones de amonio/amoniaco, nitritos,
nitratos y sulfatos en el medio de recirculacion, con el objetivo de realizar los balances de masa

asociados a amoniaco y acido sulfhidrico.

La Figura 3-9 presenta un diagrama de las etapas de la metodologia y su relaciéon con el

cumplimiento de los objetivos del estudio, permitiendo evaluar la validez de la hipotesis planteada.

Figura 3-9. Resumen de las principales etapas de la metodologia.

Se relaciona la metodologia con el impacto en el cumplimiento de los objetivos especificos del estudio.




4 RESULTADOS.

41 RESULTADOS DE LA SELECCION DE MICROORGANISMOS.

411 Seleccion del consorcio bacteriano.

Segln se describe en 3.2.1 se utilizaron las especies bacterianas Thiobacillus thioparus y

Nitrosomonas europaea para la remocién de acido sulfhidrico y amoniaco.

4.1.2 Seleccion de hongo para las experiencias.

Las dos especies de hongos lignoliticos propuestas para el estudio, Anthracophyllum discolor y
Stereum hirsutum, fueron cultivadas segun lo descrito en el punto 3.2.3.1. La Figura 4-1 presenta

los resultados obtenidos en este ensayo.
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Figura 4-1. Cinéticas de crecimiento de Anthracophyllum discolor (A) y Stereum hirsutum (B).
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Aunque de la Figura 4-1 se concluye que Anthracophyllum discolor presenté un mayor crecimiento
que su homélogo Stereum hirsutum, los resultados ain no son concluyentes para la seleccién de
una especie, considerando que no se ha evaluado su comportamiento en presencia de

concentraciones de compuestos odorantes que podrian inhibir su crecimiento.

No obstante, a nivel cualitativo, estos resultados son comparables con estudios previos. En esta
linea, Cardona et al. [156] analizaron la biodegradacién de tintas industriales utilizando distintos
hongos de la pudricién blanca, obteniendo resultados similares en términos de decoloracién, pero
con diferencias en el crecimiento entre A. discolor y S. hirsutum, donde el primero presenté una

mayor velocidad de crecimiento que el segundo.

4.1.2.1  Cinéticas de crecimiento de los hongos en medio liquido y en presencia de fenol.

Como se describe en el punto 3.2.3.2, una vez completados los ensayos anteriores, se realizaron
ensayos cinéticos de crecimiento de ambas especies de hongos, Anthracophyllum discolor y Stereum
hirsutum, en medio liquido con diferentes concentraciones de glucosa y la adicion de fenol como
compuesto odorante modelo. El objetivo de estos ensayos fue evaluar el crecimiento de ambas
especies fungicas y su resistencia a la presencia de fenol, con el fin de seleccionar el hongo mas

resistente a este tipo de compuestos odorantes.

El primero de estos ensayos se realizé con concentraciones iniciales de 1 g/L de glucosay 0,5 g/L
de fenol. Aunque no existen estudios directamente comparables, la literatura indica que estos hongos
presentan resistencia a compuestos téxicos. En este sentido, Rubilar et al. [159] estudi6é la
peletizacion de Anthracophyllum discolor para el tratamiento de agua y suelo contaminado con
compuestos organicos, indicando que los hongos de la pudricién blanca presentan resistencia a altas
concentraciones de compuestos organicos asociados a contaminacién. La Figura 4-2 muestra los

resultados de este ensayo.
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Figura 4-2. Cinéticas de crecimiento de los hongos en medio liquido y en presencia de fenol.
Se muestran las cinéticas de A. discolor (A) y S. hirsutum (B) con una concentracion inicial de 1(g/L) de glucosa

y 0,5(g/L) de fenol.

Los resultados mostrados en la figura 4-2 A y 4-2 B. indican nuevamente una mayor velocidad de

crecimiento para la especie A. discolor.



Para el ensayo siguiente, la concentracion de glucosa fue de 1 g/L y la concentraciéon de fenol

también de 1 g/L. Los resultados de este ensayo se muestran en la Figura 4-3.
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Figura 4-3. Cinéticas de crecimiento los hongos en medio liquido y en presencia de fenol.
Se muestran las cinéticas de : A. discolor (A) y S. hirsutum (B) con una concentracion inicial de 1(g/L) glucosa y
1(g/L) de fenol

En este caso se observdé que Anthracophyllum discolor es capaz de desarrollarse en estas
condiciones, consumiendo glucosa, mientras que la especie Stereum hirsutum no presenta
crecimiento, evidenciando una inhibicion de su desarrollo, probablemente asociada a la presencia

de fenol en la concentracién descrita.
Finalmente, se realizé un ensayo de crecimiento con una concentracién de glucosa de 0,75 g/L y

una concentracién de fenol de 2 g/L. Los resultados cinéticos de este ensayo se muestran en la

Figura 4-4.
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Figura 4-4. Cinéticas de crecimiento de los hongos en medio liquido y en presencia de fenol.
Se muestran las cinéticas de: A. discolor (A) y S. hirsutum (B), con una concentracion inicial de 0,75(g/L) de

glucosa y 2(g/L) de fenol.

En este Ultimo caso se observé que Anthracophyllum discolor aun es capaz de desarrollarse en estas
condiciones, presumiblemente consumiendo fenol y produciendo un precipitado oscuro en el fondo
de los frascos. La concentracién de glucosa se mantuvo constante bajo estas mismas condiciones.

El crecimiento de la especie Stereum hirsutum se encontré completamente inhibido.

Los resultados de estas experiencias indican que A. discolor es mas resistente a la presencia de fenol
que S. hirsutum, lo que sugiere que, en condiciones similares a las que seran sometidos los hongos
en las columnas y en presencia de contaminantes de estructura analoga al fenol, A. discolor podria
presentar un mejor desempeiio. Por otro lado, la formacién de un precipitado oscuro ha sido

reportada como parte de la actividad oxidante de la enzima lacasa (ver Ecuacién 2.2) [160].
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Como resultado, se selecciona la especie Anthracophyllum discolor para continuar con el desarrollo

del resto de las experiencias de este estudio.

4.2 RESULTADOS DE CAPACIDAD DE ELIMINACION DE LOS BIOFILTROS.
4.2.1 Capacidad de eliminacién de amoniaco.

Se midi6 la capacidad de eliminacién y el porcentaje de remocién de los contaminantes.

La Figura 4-5A muestra los resultados de capacidad de eliminacién y eficiencia de remocion de
amoniaco para el biofiltro de escurrimiento operando de manera independiente, considerando que
en esta condicion el sistema fue alimentado con una corriente de aire que contenia amoniaco y acido
sulfhidrico. Por su parte, la Figura 4-5B presenta los mismos parametros para el sistema de biofiltros

conectados en serie, en el cual la corriente gaseosa contenia amoniaco, acido sulfhidrico, indol y p-
cresol.
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Figura 4-5. Porcentajes de remocion y capacidades de eliminaciéon para amoniaco.
En A se muestra la capacidad de eliminacion y porcentaje de remocion en el biofiltro bacteriano operando en
forma independente (caso base), en B, capacidad de eliminacién y porcentaje de remocién de amoniaco en el
sistema de dos biofiltros conectados en serie.



42.1.1 Eliminacién de olor de amoniaco

La eliminacion de olor, medida en unidades de olor (AOV), para el amoniaco en el biofiltro bacteriano
y en el sistema completo puede observarse en la Figura 4-6.

La Figura 4.7 muestra el porcentaje de remociéon de olor en funcién de la carga de entrada de

amoniaco al biofiltro bacteriano y al sistema de biofiltros conectados en serie.
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Figura 4-6. Porcentajes de remocién y capacidades de eliminacion de olor para amoniaco.
En A se muestra la capacidad de eliminacion y porcentaje de remocién de olor respecto de los valores de
actividad de olor en la entrada del biofiltro bacteriano operando en forma independente (caso base), en B, se

muestran las mismas variables en el sistema de dos biofiltros conectados en serie.
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Figura 4-7. Remocién de olor para NHs en funcién de la carga de compuesto.
Se muestran los valores remocion de olor en funcién de la carga de compuesto que ingresa al biofiltro bacteriano

operando independientemente versus el sistema de ambos biofiltros conectados en serie.

4.2.1.2 Balance de nitrégeno.

Se realizé un balance de nitrégeno en el biofiltro bacteriano operando en serie con el biofiltro
fangico, se seleccion6 un lapso de 16 dias sin interrupciones de flujo ni problemas operativos en el
sistema.

La Figura 4-8 muestra las concentraciones de amoniaco en el gas y en el medio recirculante, el
volumen de medio recirculante en la columna fue de 1,5 L. El caudal de aire tratado se mantuvo

constante en un valor de 5 L/min.
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Figura 4-8. Concentraciones de NHs/NH4+* en el biofiltro bacteriano.
Se muestran las concentraciones de amoniaco/ amonio y nitratos en el medio liquido recirculante, las
concentraciones de nitritos fueron siempre nulas y no se muestran en el grafico, las concentraciones de nitratos
no superaron los 1,5 (ppm) y tampoco aparecen en la grafica. Se muestran ademas las concentraciones de
amoniaco en fase gaseosa, en la entrada del biofiltro, en la salida del sistema esta concentracién siempre fue

nula.
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El balance de masa indica que la columna fue capaz de contener 0,33 mol de nitrégeno, sin embargo,
en el medio recirculante solo se acumularon 0,088 mol en forma de amoniaco o de amonio.

Estos valores indican que el amoniaco ingresado a la columna quedo retenido en ella, pero no se
oxido a nitrito o nitrato. Esta condicién podria estar asociada al pH del medio recirculante, el cual
presento un comportamiento oscilante entre valores de 7 a 2,8 debido a la accién de las bacterias
sulfo-oxidante, la cual pudo haber causado interferencia en el desempefio de las bacterias amonio

oxidantes.

La diferencia entre la cantidad de moles de nitrégeno que ingresaron a la columna en comparacion
con los moles acumulados en el periodo del balance podria estar asociados a un problema operativo,

como un derrame o un desperfecto del sistema de medicion.

4.2.2 Capacidad de eliminacién de acido sulfhidrico.

Se midié la capacidad de eliminacién y el porcentaje de remocion de acido sulfhidrico en el biofiltro
de escurrimiento y en el sistema de biofiltros.
La Figura 4-8A. muestra los resultados del biofiltro de escurrimiento operando independientemente

del biofiltro fungico y alimentado con una corriente de aire que contenia amoniaco y acido sulfhidrico.

Por otra parte, la Figura 4-8B muestra la capacidad de eliminacién y eficiencia de remocién de acido
sulfhidrico para el sistema de dos biofiltros, el biofiltro de escurrimiento y el biofiltro de lecho fijo,
conectados en serie, y alimentados con una corriente de aire contenia amoniaco, acido sulfhidrico,

indol y p-cresol.
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Figura 4-9. Porcentajes de remocion y capacidades de eliminacion de acido sulfhidrico.
En A se muestra la capacidad de eliminacion y eficiencia de remocioén en el biofiltro bacteriano operando en
forma independente, en B, se muestra la capacidad de eliminacién y eficiencia de remocién en el sistema de

dos biofiltros conectados.

4221 Eliminacién de olor de acido sulfhidrico

La eliminacion de olor medido en AOV para el acido sulfhidrico en el biofiltro bacteriano y en sistema
puede verse en la Figura 4-10. Se midi6 la capacidad de eliminacién y el porcentaje de remocion de
olor de acido sulfhidrico en el biofiltro de escurrimiento y en el sistema respecto de los valores de

actividad de olor en la entrada de los biofiltros.

La Figura 4-10 A. muestra los resultados asociados al biofiltro de escurrimiento operando

independientemente del biofiltro fungico y alimentado con una corriente de aire que contenia
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amoniaco y acido sulfhidrico. Por otra parte, la Figura 4-10 B muestra la capacidad de eliminacién
y eficiencia de remocién de olor de acido sulfhidrico para el sistema de dos biofiltros, el biofiltro de
escurrimiento y el biofiltro de lecho fijo, conectados en serie y alimentados con una corriente de aire
contenia amoniaco, acido sulfhidrico, indol y p-cresol. Ademas, la Figura 4.11 muestra los resultados
de remocién de olor en funcién de la carga de H,S que ingresa al biofiltro bacteriano y al sistema

de biofiltros conectados en serie
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Figura 4-10. Eficiencia de remocién de olor y capacidades de eliminacién en AOV para HzS.
En A se muestra la capacidad de eliminacion y eficiencia de remocion de olor en el biofiltro bacteriano operando
en forma independente respecto de los valores de actividad de olor en la entrada del equipo, en B se muestra

la misma informacién para el sistema de dos biofiltros conectados en serie.
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Figura 4-11. Remocion de olor para Hz2S en funcion de la carga de compuesto.
Se muestran los valores remocion de olor en funcién de la carga de compuesto que ingresa al biofiltro bacteriano

operando independientemente versus el sistema de ambos biofiltros conectados en serie.

4.2.2.2 Discusion de los resultados de eliminacién de amoniaco y acido sulfhidrico.

Para el caso del amoniaco, se observan valores de remociéon total hasta una carga de amoniaco
cercana a 8 g/m*h. Este valor es muy similar en ambas condiciones evaluadas (biofiltro

independiente versus biofiltros conectados en serie).

Por otro lado, estos resultados son comparables con los reportados en otros estudios. En la remocion
simultanea de acido sulfhidrico y amoniaco en dos biofiltros de escurrimiento conectados en serie,
Ramirez et al. [98] obtuvo valores de remocién total de amoniaco del orden de 9,8 g/m3h. En
estudios a nivel piloto, Melse et al. [91] reporté remociones del orden del 79 % en un biofiltro de
escurrimiento; en dicho estudio se recomienda evaluar sistemas para la remocién de compuestos

poco solubles en agua, con el fin de mejorar la eficiencia de remocién de olor.

A escala industrial en Pekin, Xue et al. [92] utilizé un biofiltro de escurrimiento para la eliminacion
de olor y amoniaco, operando con un caudal de 58.000 L/min y concentraciones de amoniaco entre
2,8y 27,8 mg/m3, obteniendo una capacidad de eliminacioén cercana a 11,2 g/m3h para remocién

total.

En conjunto, estos resultados permiten concluir que la remocién de amoniaco en la columna de
escurrimiento no es dependiente de la presencia de indol y p-cresol, ya que su coexistencia no

genera efectos sinérgicos ni antagénicos sobre la eficiencia de eliminacion de este compuesto.

Para la remocién de é&cido sulfhidrico en el biofiltro de escurrimiento operando en forma
independiente, se observa una capacidad total de eliminacién de la carga que ingresa al biofiltro de
un valor cercano a 4 g/m3h. Por otro lado, al operar el sistema completo con presencia de indol y

p-cresol, el valor maximo de remocién total aumenta hasta un valor cercano a 6 g/msh.

Los valores reportados por estudios similares utilizando bacterias sulfo-oxidantes varian en un

amplio rango.
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Sercu et al. [95] reporto eficiencias de remocioén del 98% para cargas de acido sulfhidrico de hasta
83 g/m?h, todo esto en un sistema compuesto por dos biofiltros de escurrimiento conectados en

serie para el tratamiento conjunto de acido sulfhidrico y dimetil sulfuro.

Para la remocién exclusiva de acido sulfhidrico, Rattanapan et al. [157] utilizando bacterias sulfo-
oxidantes inmovilizadas en carbén activado granular (CAG), en este estudio consiguieron eficiencias
de remocioén mayores al 98% para altas concentraciones del compuesto que se tradujeron en cargas
de hasta 125 g/m3h de acido sulfhidrico.

De modo coincidente con los resultados de este estudio, los valores de remocién descienden
drasticamente cuando las bacterias sulfo-oxidantes son coinmovilizadas con bacterias amonio-
oxidantes. Ramirez et al. [97] desarrollo este tipo de experiencias en un biofiltro de escurrimiento
con las bacterias Thiobacillus thioparus y Nitrosomonas europaea las que fueron coinmovilizadas en
un mismo biofiltro sobre espuma de poliuretano. Se reportaron valores de eliminacién de hasta 11

g/m3h para remocion total de acido sulfhidrico y para amoniaco cercano a 10 g/m*h para amoniaco.

Chung et al. [98] con el mismo consocio bacteriano de Thiobacillus thioparus y Nitrosomonas
europaea coinmovilizadas en alginato de calcio para tratar amoniaco y acido sulfhidrico, concluyo
que la acidificacion del medio es un parametro relevante para mejorar la remocion de estos
contaminantes. El estudio indica que, para el cumplimiento de los estandares de aire de Taiwan del
afio 2000 las cargas maximas pudieron ser tratadas fueron de 4,1 y 5,8 g/m*h de acido sulfhidrico

y amoniaco respectivamente

El andlisis de estos estudios siguiere que los valores reportados en este estudio son comparables a
otros estudios de caracteristicas similares que utilizan bacterias sulfo-oxidantes y amonio-oxidantes.
ademas, los valores de remocién asociados a la situacion en donde los biofiltros operan
independiente en comparacion con la situacion donde ambos biofiltros operan conectados en serie,
sugiere que la presencia de indol y p-cresol en el sistema no genera efectos sinérgicos ni antagénicos

medibles en la remocién de acido sulfhidrico.

Se considera que el método de control del pH en el sistema, el cual no estaba automatizado, permitio
que el pH tuviese grandes variaciones, lo que pudo también afectar negativamente el

comportamiento de los microrganismos.

Considerando la eliminacion de olor de amoniaco, las concentraciones utilizadas y el umbral de
deteccién del compuesto, es posible establecer que el amoniaco es el odorante que presenta los
valores de actividad de olor mas bajos del sistema. Para el acido sulfhidrico la situacién es diferente

dado su bajo umbral de deteccién olfativa.

El estudio realizado por Rincon et al. [69] aunque no es concluyente sugiere que los valores en OAV

para estos compuestos pueden relacionar con unidades de concentracion de olor en (ouE/m?3). Los
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resultados de este estudio sugieren que la configuraciéon en serie de dos biofiltros conectados en

serie mejora la eficiencia de remocién de olor de amoniaco y acido sulfhidrico.

Aunque los datos aportados por este estudio no consideran los efectos antagonistas de estos
compuestos respecto de la sensacién de olor cuando ambos compuestos estan en una misma
corriente de aire. Si es posible establecer que ambos compuestos pueden ser tratados en un sistema
de dos biofiltros conectados en serie para la eliminacién del olor en conjunto con otros compuestos

hidrofébicos como indol y p-cresol.

4.2.2.3 Balance de azufre.

Se desarroll6 un balance de azufre en el biofiltro bacteriano, con el objetivo de indagar el

comportamiento de las bacterias sulfo-oxidantes.

La Figura 4.12 muestra los resultados de las concentraciones de acido sulfhidrico en el gas de
entrada y salida del sistema para un caudal de aire de 5 L/min. La figura muestra ademas la evolucion

de las concentraciones de sulfato acumulado en el medio recirculante.
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Figura 4-12. Concentraciones asociadas al balance de azufre en el biofiltro de escurrimiento.
Datos tomados en un lapso de 16 dias en los cuales no se realizaron purgas ni cambios totales del medio, se
muestran las concentraciones de HzS de entrada y salida del biofiltro y la concentracion de sulfatos en el medio

recirculante.

El balance indica que 0,156 mol de azufre fueron retenidos por la columna de los cuales 0,124 mol
fueron oxidados a sulfato. Esto sugiere que la mayor parte del azufre fue transformado por la accién
bacteriana, lo que sugiere nuevamente que el desempeiio de las bacterias sulfuro oxidantes no fue

afectado por la presencia de indol y p-cresol en el biofiltro bacteriano.
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4.2.3 Capacidad de eliminacion de indol.

Se realizaron pruebas de capacidad de eliminacion y eficiencia de remocién de indol.
Las mediciones se realizaron, por un lado, en el biofiltro de lecho fijo colonizado por el hongo
operando en forma independiente y por otro lado en el sistema compuestos por los dos biofiltros

conectados en serie.
La Figura 4-13 A muestra los resultados de capacidad de eliminacién de indol en el biofiltro fingico

operando independientemente, en cambio la Figura 4-13 B muestra los resultados de capacidad de

eliminacién de indol en el sistema de dos biofiltros conectados en serie
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Figura 4-13. Capacidades de eliminacion de indol y eficiencias de remocion de indol.
El A se muestra la capacidad de eliminacién y eficiencia de remocién de indol para el biofiltro fingico operando
independientemente del biofiltro bacteriano (caso base). En B se muestra la misma informacion para el sistema

de dos biofiltros conectados en serie.



Los resultados muestran una remocién total de indol para una carga cercana a 10 g/m3h.

Aunque no se dispone de evidencia estadistica no se observan diferencias significativas entre la
remocion del compuesto en el biofiltro de lecho fijo operado en forma independiente y la remocién

en la situacion en donde ambos biofiltros operaron conectados en serie.

4.2.3 Capacidad de eliminacién de p-cresol.

Se realizaron pruebas de capacidad de eliminacién y eficiencia de remocién de p-cresol.
Igual que en el caso del compuesto indol, las mediciones se realizaron en el biofiltro de lecho fijo
colonizado por el hongo operando en forma independiente y por otro lado en el sistema compuesto

por los dos biofiltros conectados en serie.

La Figura 4-14 A muestra los resultados de capacidad de eliminacion y eficiencia de remocion de p-
cresol en el biofiltro fungico operando independientemente, por otro lado, la Figura 4-14 B muestra
los resultados de capacidad de eliminacion de p-cresol en el sistema de dos biofiltros conectados
en serie.

Se observa una remocion total para una carga cercana a 20 g/m3h cuando el compuesto fue tratado
por el biofiltro fungico operando independientemente. Por otro lado, cuando se considera el
tratamiento del compuesto en el sistema de dos biofiltros operando en serie, se observa un aumento
de la capacidad de eliminacién del compuesto llegando a un valor cercano a 30 g/m3h. Es posible
sugerir que la solubilidad parcial del p-cresol en agua de 21 g/L, podria explicar este fenbmeno, al
considerar que una fraccion del compuesto queda retenido en el medio recirculante del biofiltro de

escurrimiento.

Para explicar estas observaciones, se realizaron mediciones esporadicas de indol y p-cresol en el
medio recirculante. Los resultados de estas mediciones indicaron que no habia presencia de indol
disuelto, pero si se detectd p-cresol en concentraciones de hasta 1,38 g/L, lo que confirma que una
fraccion de la carga de este compuesto queda retenida en el liquido recirculante del biofiltro de

escurrimiento.
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Figura 4-14. Capacidades de eliminacion y eficiencias de remocién de p-cresol.
El grafico A muestra los valores para el biofiltro fingico operando independientemente del biofiltro bacteriano

(caso base), el grafico B muestra los valores para el sistema de ambos biofiltros conectados en serie.

4.2.3.1  Eliminacién de olor de indol y p-cresol

En conjunto con las pruebas anteriores, se realizaron pruebas de capacidad de eliminaciéon y

eficiencia de remocién de olor de indol y p-cresol.

Las mediciones se realizaron en el biofiltro de lecho fijo colonizado por el hongo operando en forma

independiente, y por otro lado en el sistema compuestos por los dos biofiltros conectados en serie.

La Figura 4-15 A muestra los resultados de la eliminacién de olor medido en AOV y los porcentajes

de eficiencia de remocién de olor para el compuesto indol en el biofiltro fungico operando
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independientemente, ademéas la Figura 4-15 B muestra los resultados de la eliminacién de olor
medido en AOV y los porcentajes de eficiencia de remocién de olor para el compuesto indol en el

sistema de ambos biofiltros conectados en serie.

La Figura 4-16 A muestra los resultados de la eliminacion de olor medido en AOV y los porcentajes
de eficiencia de remocién de olor para el compuesto p-cresol en el biofiltro fungico operando
independientemente, ademéas la Figura 4-16 B muestra los resultados de la eliminaciéon de olor
medido en AQOV y los porcentajes de eficiencia de remocién de olor para el compuesto p-cresol en

el sistema de ambos biofiltros conectados en serie.
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Figura 4-15. Capacidades de eliminacioén de olor para indol en AOV para el biofiltro fungico.
El grafico A muestra los valores para el biofiltro fingico operando independientemente del biofiltro bacteriano

(caso base), el grafico B muestra los valores para el sistema de ambos biofiltros conectados en serie.
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Figura 4-16. Capacidades de eliminacion de olor de p-cresol en OAV para el biofiltro fungico
El grafico A muestra los valores para el biofiltro fingico operando independientemente del biofiltro bacteriano

(caso base), el grafico B muestra los valores para el sistema de ambos biofiltros conectados en serie.

Las Figuras 4-17 y 4-18 muestran los resultados de remocién porcentual de olor los compuestos
indo y p-cresol respectivamente, respecto de la carga de compuesto que ingresa al biofiltro fungico

o al sistema de ambos biofiltros conectados en serie.
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Figura 4-17. Remocion de olor de indol en funcién de la carga del compuesto
Se muestran los valores remocién de olor en funcién de la carga de compuesto que ingresa al biofiltro fungico

operando independientemente versus el sistema de ambos biofiltros conectados en serie.
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Figura 4-18. Remocion de olor de p-cresol en funcion de la carga del compuesto
Se muestran los valores remocién de olor en funcién de la carga de compuesto que ingresa al biofiltro fungico

operando independientemente versus el sistema de ambos biofiltros conectados en serie.

4.2.3.2 Discusiéon conjunta de los resultados de la eliminacién de indol y p-cresol.

En la busqueda de estudios comparables a los resultados obtenidos no se encontraron otros
estudios que reporten biorremediacion de indol y p-cresol de manera equivalentes a los presentados
en este estudio. Sin embargo, si es posible citar estudios que estudiaron la biorremediacién de los

mismos compuestos en otros ambitos.
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Kamath et al. [141] estudié la biodegradacion de indol utilizando la especie fungica Aspergillus niger,
demostrando que el hongo se adapta a una concentraciéon de indol luego de una fase de latencia de

30 horas y describiendo sus rutas metabédlicas.

Chen et al. [143] utilizé el hongo endofito Phomopsis liquidambari para degradar indol e inicialmente
obtuvo una degradacion del 41,7% para una concentracion de 0,1(g/L), y mejoran la degradacion

al 99,1% agregando hojarasca y en el caso de p-cresol.

Clauben et.al. [144] utiliz6 el hongo Scedesporium apiospermum por su capacidad de degradar fenol
y p-cresol, identificando los metabolitos de degradacién y detectando enzimas que permitieron

proponer diferentes rutas metabolicas para la degradacion del fenol y p-cresol.

Kennes et al. [137], en 1991, utiliza la cepa BKM-F-1767 del hongo Phanerochaete chrysoporium
para el biotratamiento de p-cresol, demostrando que el hongo podria tratar concentraciones de
hasta 0,15 (g/L) en presencia de glucosa, considerando que era necesario proporcionar condiciones

para la inducir la actividad de las enzimas ligninoliticas.

Atagana et al. [145] estudi6 la biodegradacién de cresoles en suelos contaminados con creosota y
utilizé siete especies de hongos no basidiomicetos y dos especies de hongos basidiomicetos,

alcanzando una degradacion de los compuestos fenélicos de entre un 84 % y un 100 %.

Singh et al. [146] estudié la biodegradacién de p-cresol en aguas residuales con la especie Gliomastix
indicus. Wang et al, [147] utilizé la cepa PDY-07 de Candida albicans para biodegradar fenol y meta

cresol en cultivos por lotes en forma.

Katapodis et al [138], estudi6 la biodegradacion de indol por el hongo Sporotrichum thermophile,
en fermentacién liquida de doble fase; los resultados indican que el hongo es capaz de degradar

indol hasta una concentracion de 3 (g/L).

Ninguno de los estudios mencionados reporta informacion comparable a la desarrollada en este,

debido a que la mayoria de ellos estan enfocados en la remediacion de suelos o de aguas residuales.

Por otro lado, los estudios que reportan la presencia de estos gases en emisiones gaseosas de
establecimientos de cria y tratamiento de subproductos animales, como Jacobson et al [13], Anet et
al [4] y Ciganek et al. [158], entre otros, abordan el problema de la generacion de olor de modo

transversal.

Ademas, otros estudios realizados con compuestos similares para la limpieza del aire, se pueden
mencionar el de Suarez et al [159] que estudi6 la biorremediacién de aire contaminado con fenol en
un biofiltro con microorganismos no especificados, encontrando entre un 92 y un100% de remocion
para 100 (ppmv) de entrada y un tiempo de residencia de 92 s, ademas el estudio de Benavidez et

al. [160] que estudié la remocién de vapores de fenol en un biofiltro a escala laboratorio,
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encontrando entre 88 y 92 % para concentraciones de entre 500 y 600 ppmv para tiempos de

residencia de entre 4,5 a 5,5 s.

Lo anterior indica que este estudio entrega por primera vez valores para la capacidad de eliminacion
y porcentajes de remocion de los compuestos indol y p-cresol en el aire por medio de un biofiltro
de lecho fijo colonizado por hongos operando independientemente y compara estos valores con los
de un sistema de dos biofiltros conectados en serie donde ademés se trata amoniaco y éacido

sulfhidrico.

Respecto a las concentraciones de olor medidas en valores de actividad de olor OVA, los resultados
de los graficos 4-13 y 4-14 muestran que el tratamiento del olor en el biofiltro fingico operando
en forma independiente muestra comportamientos similares respecto de la eliminacion de olor de
ambos compuestos en comparacion con el tratamiento en el biofiltro conectado en serie con el

biofiltro bacteriano

Aunque no se dispone de otros estudios para comparar estos resultados si es posible concluir que
el tratamiento del olor de los compuestos indol y p-cresol puede ser exitosamente realizado en un
sistema de dos biofiltros conectados en serie y en una Unica corriente que ademas contiene

compuestos hidrofilicos como amoniaco y acido sulfhidrico

4.2.3.3 Balance de masa para indol y p-cresol en el biofiltro de lecho fijo.

La Tabla 4-1 muestra los resultados de los balances de masa para el indol y p-cresol respectivamente

en biofiltro fungico operando independente,

Tabla 4-1 Datos del balance masa para indol y p-cresol realizado en la columna fingica operando

independientemente.

Masa Masa M C % Transformado
ingresada salida asa onsumo en en otros
retenida (g) columna (g)
(9) (9) compuestos
Indol 2,633 (0] (o] 2,633 100%
Para cresol 24,026 0 0,446 23,57 98%

Un segundo balance de masa de desarrollé en el biofiltro fingico operando en serie con el biofiltro
bacteriano, la Tabla 4-2 muestra los resultados de los balances para el indol y p-cresol

respectivamente.
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Tabla 4-2 Datos del del

sistema completo.

balance de masa para indol y p-cresol, en el biofiltro de lecho fijo operando en el

Masa M Masa % Transformado
. asa . Consumo en
ingresada salida (g) retenida en columna (g) en otros
(9) 9 columna (g) 9 compuestos
Indol 23,42 4,27 0,00 19,15 100%
Para Cresol 149,05 56,21 1,13 91,71 99%

Los resultados de ambos balances de masa indican que el indol y el p-cresol retenido en la columna
es transformado por el hongo a otros compuestos, esto sugiere que las limitaciones de la eficiencia
del equipo estan asociadas a fendmenos de transferencia de masa y no a la biodegradacion por
parte de los microorganismos.

Los datos sugieren que la posible presencia de amoniaco y acido sulfhidrico en el biofiltro fungico

no tiene incidencia en el desempeiio del hongo como degradador de indol y p-cresol.

4.2.4 Actividad enzimatica en el biofiltro de lecho fijo.

Se midi6 la actividad enziméatica de lacasa, manganeso peroxidasa y versatil peroxidasa en el biofiltro
de lecho fijo operando independientemente, se realizaron tres ensayos de medicién de actividad
separados por 20 dias.

La Tabla 4-3. muestra los resultados de actividad enzimatica obtenidos, los experimentos se

realizaron el duplicado y se muestra el valor promedio de las dos mediciones de cada caso.

Tabla 4-3 Valores de actividad enzimatica de lacasa, manganeso peroxidasa y manganeso independiente
peroxidasa, se muestra la media de cada medicion realizada en duplicado.

Zona de la Lacasa (u/L) MnP (u/L) VP(u/L)

Superior 3,63 0,74 2,42
Media 3,02 1,21 3,09
Inferior 1,88 1,14 2,76

Ademas, se midi6 la actividad enzimatica en el biofiltro de lecho fijo operando conectado en serie al
biofiltro de escurrimiento, las mediciones se realizaron a partir del séptimo dia de la unioén de los

biofiltros y luego cada siete dias.

La Figura 4-19 muestra los resultados de actividad de la columna flngica para las enzimas

manganeso peroxidasa, lacasa y manganeso independiente peroxidasa.
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Los resultados muestran la media de los valores obtenidos de actividad para las zonas inferior media

y superior de la columna. Se observa que la enzima que presenta una mayor actividad es manganeso
peroxidasa.
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Figura 4-19. Valores de actividad enzimatica en la columna fungica.
Valores para manganeso peroxidasa (MnP), lacasa (lacasa) y manganeso independiente peroxidasa (MnPi), se
muestran los resultados, de la actividad media de las zonas superior, medio y baja del biofiltro fungico, las

mediciones se realizaron cada siete dias a partir del séptimo dia del inicio de la tercera etapa del estudio.

El andlisis de las mediciones de actividad enzimatica por zona muestra que la mayor actividad
enzimatica se expresé en la zona media de la columna entre la tercera y sexta semana siendo las
enzimas manganeso peroxidasa y manganeso independiente peroxidasa las que se expresaron en

mayor proporcion frente a la enzima lacasa, que registro la expresion mas débil.

Los resultados de actividad enzimatica por zona de la columna se muestran en la Figura 4-20.
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Figura 4-20. Valores de actividad enziméatica.
Se muestran los valores para, manganeso peroxidasa (MnP), lacasa y manganeso independiente peroxidasa
(MnPi). A: resultados, de la actividad de la zona superior. B: zona media y C: zona baja del biofiltro fungico, las

mediciones se realizaron cada siete dias a partir del séptimo dia del inicio de la tercera etapa del estudio.

4.2.5 Discusion de los resultados asociados a la actividad enzimatica.

Al comparar los resultados obtenidos en este estudio con investigaciones previas, se observa que
los valores de actividad enziméatica determinados para lacasa y manganeso independiente peroxidasa
(versatil peroxidasa) se encuentran dentro de rangos similares a los reportados en la literatura,
mientras que la actividad de manganeso peroxidasa presenta valores inferiores [134]. Sin embargo,
existen estudios desarrollados bajo condiciones experimentales diferentes que reportan actividades

de lacasa significativamente mayores, alcanzando valores del orden de decenas de U/L en hongos

96



actuando sobre fenol [44], e incluso valores de cientos o miles de U/L cuando los hongos se
desarrollan sobre sustratos lignocelulésicos como bagazo de cafia de azlcar o paja de arroz [161],
[162].

Las diferencias observadas pueden atribuirse principalmente a las caracteristicas de los sistemas
evaluados. En los estudios mencionados, los hongos crecen directamente sobre superficies
colonizadas o sustratos soélidos ricos en lignina, condiciones que favorecen una alta expresion de
enzimas ligninoliticas debido al contacto directo entre el microorganismo y la fuente de carbono
lignocelulésica. En contraste, en el presente estudio, el hongo se desarroll6 dentro de un biofiltro
de lecho fijo sometido a una corriente gaseosa contaminada, donde la captura del contaminante
ocurre mediante fenémenos de transferencia de masa, adsorcion y posterior degradacion enzimatica.
Por lo tanto, las condiciones fisiol6gicas y ambientales a las que esta sometido el microorganismo

difieren significativamente respecto de los sistemas utilizados en otros estudios.

Diversos autores han reportado que la incorporacién de cobre al medio de cultivo puede incrementar
la produccién de lacasas mediante la activaciéon de genes relacionados con la expresion de estas
enzimas [163]. En este sentido, una estrategia futura para mejorar el desempefio del biofiltro podria
considerar la incorporacion controlada de cobre en el medio de humidificacién, con el objetivo de
estimular la expresion de lacasas en el hongo. Esta modificacion estaria directamente relacionada
con el sistema de humidificacion del biofiltro, el cual representa un aspecto susceptible de mejora,
particularmente debido a la ausencia de automatizacion en las condiciones experimentales

desarrolladas a escala de laboratorio.

Los valores de actividad enzimatica obtenidos durante el periodo de operacién muestran, desde una
perspectiva cualitativa, una tendencia creciente hasta alcanzar un maximo entre la cuarta y quinta
semana, seguido de una disminucién durante las semanas sexta y séptima. No obstante, el analisis
estadistico mediante una prueba de chi-cuadrado, con un nivel de confianza del 95 %, indicé que la
actividad enzimatica es independiente del tiempo de operacion del biofiltro. En consecuencia, no
existe evidencia estadistica suficiente para afirmar que la expresion enzimatica sea significativamente

mayor durante las semanas intermedias del periodo experimental.

Por otra parte, el analisis de correlacibn mostr6 una asociacién significativa entre la actividad
enzimatica registrada en los niveles medio e inferior de la columna, una asociacion fuerte entre los
niveles superior e inferior y una asociaciéon significativa entre los niveles superior y medio. Estos
resultados indican que la expresion enziméatica presenta un comportamiento homogéneo a lo largo
del biofiltro, sugiriendo que los cambios en la actividad en una zona determinada de la columna
estan relacionados con variaciones similares en las restantes zonas evaluadas. Este comportamiento
evidencia una distribucion relativamente uniforme de la actividad oxidativa del hongo dentro del

soporte lignocelulésico.
Considerando conjuntamente los resultados de actividad enzimatica y los balances de masa

realizados para los compuestos odorantes, se puede inferir que las enzimas ligninoliticas expresadas

por Anthracophyllum discolor en el biofiltro fungico desempefian un rol fundamental en la
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degradacion de indol y p-cresol. Ademas, la comparacién entre los valores de actividad enzimatica
obtenidos durante la operacién independiente del biofiltro fungico y aquellos determinados cuando
este operd conectado en serie con el biofiltro bacteriano permite sugerir que la presencia simultanea
de amoniaco y acido sulfhidrico en la corriente gaseosa no genera un efecto inhibitorio significativo

sobre la expresion de enzimas ligninoliticas del hongo.
Estos resultados son relevantes debido a que demuestran la capacidad del sistema hibrido propuesto

para tratar simultineamente una mezcla de compuestos hidrofilicos e hidrofébicos sin afectar el

desemperfio de las etapas individuales.

4.3 OTROS RESULTADOS.

4.3.1 Estimacion de la biomasa de hongos presentes en la columna.

Se estim6 la masa de hongo presente en el biofiltro de lecho fijo operando en el sistema completo;

para esto se utilizé el método de peso seco modificado.

Se realizaron cinco mediciones de biomasa: la primera de ellas se realiz6 el sexto dia desde la
conexion de ambos biofiltros y luego cada siete dias. La Figura 4-21 muestra los resultados de estas

mediciones.
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Figura 4-21. Evoluciéon de la biomasa flingica en la tercera etapa del estudio.
Se midi6 la masa en gramos de biomasa seca por cada 100 gramos de soporte hiumedo, cada valor mostrado

representa el promedio de los valores en las zonas superior media e inferior de la columna.

98



4.3.1.1  Discusion de los resultados asociados a la biomasa fungica

Los resultados obtenidos para la estimaciéon de biomasa fungica muestran valores promedio entre
0,71 y 1,46 g de hongo por cada 100 g de escobajo humedo. No se observaron diferencias
significativas entre las masas de biomasa obtenidas en las zonas inferior, media y superior de la
columna, lo cual es consistente con la observaciéon visual del sistema, donde se evidencié una

colonizacién aparentemente homogénea del soporte lignocelulésico a lo largo del biofiltro.

Una posible limitacion para el desarrollo de la biomasa flngica podria estar asociada al sistema de
humidificacion empleado en la columna, basado en la adicién periédica de agua o medio liquido
desde la zona superior del equipo. Debido a la distribucién del liquido por gravedad, se esperaba
una mayor disponibilidad de humedad en la zona superior y, consecuentemente, un mayor
crecimiento fungico en esta regién. Sin embargo, esta condicibn no fue observada
experimentalmente, evidenciandose una distribucion relativamente uniforme de la biomasa dentro
del lecho. Esto sugiere que otros factores, tales como la disponibilidad de nutrientes, la transferencia
de oxigeno, la estructura porosa del soporte o la distribuciéon del contaminante dentro de la columna,

podrian tener una influencia mas determinante sobre el crecimiento del hongo.

Los valores de biomasa obtenidos se encuentran dentro del rango reportado para sistemas fungicos
desarrollados sobre materiales lignocelulésicos, aunque resultan inferiores a aquellos obtenidos en
procesos optimizados para produccion de biomasa fungica. En el presente estudio no se observaron
diferencias significativas en la biomasa durante las cinco semanas de operacién evaluadas. Si bien
durante las ultimas dos semanas se observé una ligera disminucién respecto de los valores
registrados durante la segunda y tercera semana, este comportamiento no representa una pérdida
significativa de biomasa, manteniéndose el sistema en condiciones relativamente estables durante el

periodo experimental.

Diversos estudios han reportado valores de biomasa fungica expresada como relacién masa de
hongo por masa de soporte con una amplia variabilidad dependiendo del microorganismo, sustrato
y configuracion del reactor. Por ejemplo, se han informado valores de 0,56 g/100 g para Ganoderma
lucidum creciendo sobre aserrin de haya en reactores horizontales de tanque agitado [164], mientras
que valores cercanos a 10 g/100 g han sido reportados para Hericium erinaceus cultivado sobre
sustratos basados en cereal mijo. Asimismo, en reactores horizontales con agitacion peridédica

utilizando sustratos de aserrin se han alcanzado valores cercanos a 35 g/100 g [165].

En estudios relacionados con el crecimiento de Pleurotus ostreatus utilizando rastrojo de maiz como
soporte, se evalué la influencia del tamafio del reactor sobre el desarrollo del hongo, obteniéndose
relaciones biomasa/masa de soporte entre 0,50y 0,53 (g/100 g), [166]. En estudios donde el hongo
Pleurotus ostreatus se cultivé en celdas, se ha determinado que la forma de las celdas y la densidad
del sustrato asociada al empaquetamiento del mismo tienen una incidencia sobre la productividad
especifica de biomasa en ese estudiose llegé a obtener valores de 10,1g por cada 100 g. En este
caso, el disefio del biorreactor también apunta maximizar la masa fangica y no al tratamiento de un

contaminante.
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En otros estudios con Pleurotus ostreatus, se determiné la influencia del tamarno del reactor en el
crecimiento del hongo utilizando rastrojo de maiz como soporte. Los resultados de relacién biomasa
versus masa del soporte entre 0,50 - 0,53 (g/100 g), [167].

Los estudios indican que los valores obtenidos de masa de hongo sobre masa de soporte estan

dentro del rango de otros estudios.

En consecuencia, los resultados obtenidos en este estudio indican que la biomasa flngica
desarrollada sobre el escobajo de uva se encuentra dentro del rango reportado para sistemas
basados en crecimiento flngico sobre materiales lignocelulésicos. Ademas, considerando que el
objetivo del biofiltro no fue maximizar la produccién de biomasa, sino favorecer la degradacion de
compuestos odorantes mediante la actividad metabdlica del hongo, los valores obtenidos resultan

adecuados para el funcionamiento del sistema propuesto.

100



5 CONCLUSIONES.

El hongo Anthracophyllum discolor presenta una capacidad prometedora para la eliminaciéon de
compuestos odorantes aromaticos hidrofébicos presentes en corrientes gaseosas, cuando se
encuentra establecido sobre un soporte organico, como el escobajo de uva en un biofiltro de lecho
fijo. La seleccién de la especie fungica y del soporte permitié establecer las condiciones necesarias
para la operacién de un sistema de biofiltracibn capaz de tratar una mezcla compleja de
contaminantes con propiedades hidrofilicas e hidrofébicas, representativa de las emisiones gaseosas
asociadas al manejo de purines en sistemas industriales de crianza y engorde de cerdos. Se

establecieron cargas maximas y remociones de olor que el sistema pudo tratar.

Indol y p-cresol fueron retenidos y transformados durante la operaciéon biofiltro de lecho fijo
colonizado por A. discolor, lo que sugiere la participacion del complejo enzimatico del hongo en el

proceso de biodegradacion.

El balance de azufre realizado en el biofiltro de escurrimiento indicé que las bacterias sulfo-oxidantes
fueron capaces de transformar una fracciéon significativa del acido sulfhidrico ingresado al sistema,

generando sulfato como producto final de oxidacion.

La comparacién entre la capacidad de eliminaciéon del sistema integrado compuesto por ambos
biofiltros conectados en serie y la capacidad obtenida durante la operacién independiente de cada
unidad no mostré diferencias significativas en las cargas contaminantes tratadas. Este
comportamiento indica que la presencia simultanea de compuestos hidrofilicos e hidrofobicos en la
corriente gaseosa no generd efectos inhibitorios relevantes sobre las comunidades microbianas

presentes en cada etapa del tratamiento.

El sistema presenta una buena capacidad de eliminacién de olor tanto para los compuestos

hidrofilicos; H.S y NHs, como para los compuestos hidrofébicos indol y p-cresol.

Estos resultados confirman que una corriente gaseosa contaminada con una mezcla compleja de
compuestos odorantes hidrofilicos, representados en este estudio por amoniaco y acido sulfhidrico,
e hidrofébicos, representados por indol y p-cresol, puede ser tratada eficientemente mediante un
sistema hibrido compuesto por dos biofiltros conectados en serie. Con lo anterior se valida la
hipétesis planteada en este estudio y se posicionan esta configuracién hibrida como una alternativa

viable para el tratamiento de emisiones gaseosas complejas.
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6 RECOMENDACIONES.

Se recomienda en futuros estudios, implementar un mecanismo de control automatico de pH, en este
estudio el control del pH manual en el medio recirculante del biofiltro percolador fue dificil de

mantener y afecté6 negativamente el desempeiio de las bacterias amonio-oxidantes.

El control de la humedad en la columna fangica resulté dificil de mantener en valores 6ptimos para
el crecimiento del hongo, se recomienda en futuros estudios implementar un sistema de aspersor

automatico que suplemente humedad en forma homogénea en el biofiltro de lecho fijo.

La capacidad demostrada por Anthracophyllum discolor para eliminar compuestos odorantes
arométicos hidrofébicos presentes en corrientes gaseosas posiciona a esta especie como un
microorganismo candidato para futuras investigaciones orientadas al tratamiento de otros
contaminantes de estructura quimica similar. En particular, resulta de interés evaluar su desempefio
frente a compuestos como escatol y acidos grasos volatiles, los cuales también forman parte de las
emisiones odorantes generadas en instalaciones industriales asociadas a la crianza, engorda y

faenamiento de animales.
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7 ANEXOS.

7.1 ANEXO A: MATERIALES Y METODOS.

7.11  Curvas de calibrados de concentraciones de indol, fenol y p-cresol en fase liquido y
gaseosa.
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Figura 7-1. Curvas de calibrados de concentraciones de indol, fenol y para cresol en fase liquido y gaseosa.

en todos se utiliz6 como estandar interno el compuesto 2-propanol.
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7.1.2 Concentracion de glucosa.

Se muestra el grafico obtenido de absorbancia vs. concentracién para la glucosa en fase liquida por
el método DNS.
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Figura 7-2. Curva de calibrado de glucosa por métodos DNS.

7.1.3 Concentracion de indol y p-cresol en fase gaseosa en sistema de generacion de
gases.

Se muestran los graficos de las concentraciones de indol y p-cresol en la corriente gaseosa para
distintas temperaturas del bafio calefactor.
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Figura 7-3. Concentraciones de indol y p-cresol en la corriente gaseosa para distintas temperaturas del bafio

calefactor.

Las mediciones se tomaron a la salida del sistema de generaciéon de gases. A; para-cresol. B; Indol
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7.1.4 Remocion de indol y p-cresol en la columna fungica.
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Figura 7-4. Ejemplo de cromatogramas de indol y p-cresol en fase gaseosa.

Se observa el peack de indol a los 13,5 min y el peack de p-cresol a los 10,25 minutos.
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7.1.5 Equipo para la medicion de amoniaco y acido sulfhidrico.

Equipo Drager X-am 5000, detector portatil disefiado para monitorizacién simultanea de hasta cinco
gases, entre ellos, amoniaco y acido sulfhidrico.

T T

Figura 7-5. Equipo Drager X-am 5000.
Detector portatil disefiado para monitorizacion simultanea de hasta cinco gases, entre ellos, amoniaco y acido

sulfhidrico.

7.1.6 Fotografia del sistema de biofiltros.

Figura 7-6. Biofiltro de lecho fijo montado en el laboratorio.
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7.14.7 Calculos para los parametros fisicos del soporte organico.

Para calcular los parametros fisicos del escobajo de uva utilizado como soporte de la columna de

lecho fijo organico, se utilizaron las siguientes relaciones:

Densidad de la madera de escobajo:

p= m
Y
Ecuacién 7-1. Densidad de la madera de escobajo.
Donde:
P : Densidad de la madera de escobajo expresada en [g/L].
m : Masa de la muestra de escobajo expresada en [g].
Vin : Volumen de la madera de escobajo expresado en [ml].

Fraccion de huecos:
peV —m
peV

Ecuaciéon 7-2. Fracciéon de huecos del escobajo.

=100

Donde :

& : Fraccion de huecos del material expresado en %.

: Volumen ocupado por la muestra de escobajo expresado en [L].

14
P : Densidad de la madera de escobajo expresada en [g/L].
m

: Masa de la muestra de escobajo expresada en [g].

Area especifica del soporte de escobajo:

4=
Ecuacién 7-3. Area especifica del escobajo.
Donde :
A, : Area especifica del soporte expresada en (mm2/mm?3)
A, Area estimada para la muestra expresada en (mm?2).
V : Volumen de la muestra expresado en (mm?3).

Densidad aparente del escobajo:

_m
f%—;
Ecuaciéon 7-4. Densidad aparente del escobajo.
Donde:
P, : Densidad aparente del material expresada en [g/L].
m : Masa de la muestra de escobajo expresada en [g].
%4 : Volumen de la muestra de escobajo expresado en [ml].
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7.1.8 Modelo para la estimacion de los parametros fisicos del escobajo.

Para caracterizar el escobajo, se utiliz6 como modelo una rama que contenia 65 pedunculos; cada

pedinculo se modelé como una figura geométrica, mostrada en a figura 9-7.

|

mm

0=
\

mm |I||||||||||||||I|II|I|II||||I|IIII|IIII|II|I|III||I|II|II|I|||II|IIII|IIII|IIII||III|IIII|II
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 7-7. Fotografia de un pedunculo de escobajo y su asociaciéon con una figura geométrica simple.

|III|||III||||I|II|I|IIII|IIII|II|||I|I||II|I|||IIIIIII||III|I|II|II|I‘IIII|IIII|IIII|IIII|II
o1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 7-8. Racimo de escobajo y modelo de racimo para estimar la fracciéon de huecos y densidades del

material.

Los célculos asociados a la determinacioén del area superficial, densidad, densidad aparente y fraccion
de huecos se basaron en el pedinculo modelo, en donde se consider6 el area del pedunculo como
la suma de las areas de todas las partes cilindricas, las partes cénicas de la figura. Segun este criterio,

se obtuvo un area de 46 (mm?) para el pedinculo modelo.
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Area de la rama central del racimo.
La rama o estructura central que sostiene a los pedunculos se model6 segun las medidas mostradas

en la Figura 7.8

Se consideré un largo del racimo de 90 (mm) y un didmetro medio de la rama central de 3 (mm).
Para la determinacién del area, se descontaron las 65 inserciones de pedunculos observadas en la
rama analizada, obteniendo un area de 7017 (mm?). Considerando el area de la rama central y las

areas de los 65 pedunculos se obtiene un area superficial total de la rama de 10.007 (mm?).

Volumen de los pedunculos, de la rama central y célculo de la densidad de la madera de escobajo.

Considerando el volumen del cilindro central méas la zona ensanchada compuesta por dos conos
truncados y un cilindro de mayor diametro, se estimé el volumen de cada pedinculo en 18,6 (mm?3),
el volumen de la rama central en la que estan insertos pedinculos se estim6é en 2545 (mm?).
Considerando los 65 pedunculos y la rama central, se estimé el valor del volumen total de la rama
modelo en 3754 (mm3). La masa de la rama modelo fue de 2,816 (g); con estos datos se estimé la

densidad de la madera de escobajo de acuerdo con la Ecuacién 7-1.

Determinacion del area especifica del escobajo.

Se consider6 que el racimo de escobajo ocupa un volumen equivalente al cilindro que lo contiene.
Se consider6 una altura de cilindro de 90 (mm) un didmetro de 25 (mm); se estimé el volumen del
cilindro contenedor de la rama modelo en 44.180 (mm?3). Con estos valores se estimé el area

especifica con la Ecuacion 7-3.

Determinacién de la fraccion de huecos del material.
Con los datos de los volimenes del material y del cilindro contenedor, se estimé la fraccion huecos

utilizando la Ecuacién 7-2.

Determinacion de la densidad aparente del escobajo.

La densidad aparente del escobajo fue calculada a partir de mediciones de la masa de un volumen
relleno de escobajo de 500 (ml), en quintuplicado, en condiciones similares de empaquetamiento en
las que se armaron las columnas (ver Figura 7-9), se obtuvo una densidad aparente de 39 - 41 (g/L)
de escobajo, lo que implica que las columnas que contienen un volumen de relleno de 5 (L) contienen
una cantidad aproximada de 200 (g) de escobajo, para el calculo de este parametro se utiliz6 la

Ecuacion 7-4.

109



Figura 7-9. Ejemplo de mediciones de masa de racimos de escobajo para determinar la densidad aparente del

material.
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7.2 ANEXO B: RESULTADOS.

Registro de datos de la medicién de biomasa fungica en la tercera etapa del estudio, referida a la

medida en gramos de biomasa seca por cada 100 gramos de soporte himedo. Las mediciones se

realizaron cada siete dias a partir del sexto dia del comienzo de la tercera etapa.

Tabla 7-1. Datos de la mediciéon de biomasa fungica.

Referida a la figura 4.13

Primer balance

Muestra Masa muestra | Masa hongo y | Masa tween Mzzahrzigg‘na Biomasa/Masa Soporte
(@) tween (g) 80(9) seco (g) (9/100 g)
Superior 3,6 0,29 0,243 0,047 1,31
Media 2,71 0,252 0,241 0,011 0,41
Inferior 2,89 0,266 0,242 0,024 0,83
Promedio 0,027 0,85
Segundo balance
Muestra Masa muestra | Masa hongo y | Masa tween Mzseahrzztglg'na Biomasa/Masa Soporte
(@) tween (g) 80(9) seco (q) (9/100 g)
Superior 4,08 0,29 0,243 0,047 1,15
Media 2,21 0,264 0,241 0,023 1,04
Inferior 1,79 0,264 0,242 0,022 1,23
Promedio 0,031 1,14
Tercer balance
Masa de Masa de Biomasa
Masa de la hongo y . Biomasa/Masa Soporte
Muestra tween 80 (g) | estimada seca
muestra (g) tween (g) en > (9/100g)
vaso 1 en vaso (9)
Superior 3,00 0,299 0,24 0,059 1,97
Media 2,04 0,258 0,24 0,018 0,88
Inferior 2,56 0,281 0,242 0,039 1,52
Promedio 0,039 1,46
Cuarto balance
Masa de la |;"|::aode Masa de Biomasa Biomasa/Masa Soporte
Muestra goy tween 80 (g) | estimada seca P
muestra (g) tween (g) en (g9/100g)
vaso 1 en vaso 2 (9)
Superior 4,68 0,314 0,24 0,074 1,58
Media 3,31 0,258 0,24 0,018 0,54
Inferior 2,56 0,242 0,242 o 0,00
Promedio 0,031 0,71
Quinto balance
Masa de la I:l::aode Masa de Biomasa Biomasa/Masa Soporte
Muestra goy tween 80 (g) | estimada seca P
muestra (g) tween (g) en (g9/100g)
vaso 1 en vaso 2 (9)
Superior 2,12 0,266 0,24 0,026 1,23
Media 1,76 0,244 0,245 -0,001 -0,06
Inferior 1,95 0,27 0,24 0,03 1,54
Promedio 0,018 0,90
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7.2.1 Concentraciones de acido sulfhidrico y sulfatos en el biofiltro bacteriano.

Tabla 7-2. Concentraciones de amoniaco en el aire de entrada del sistema de biofiltracion.

Se muestran las concentraciones de amoniaco/amonio, nitritos, nitratos en el medio recirculante medidas en el

biofiltro de escurrimiento relacionadas a la figura 4.6

NHs Nitritos | Nitratos .
Fecha z\rlolgsmv)entra z\:)lgsmv) sale diferencia | medio medio (l:)l;;])medlo
(ppmv) (ppm) | (ppm)
30-oct 10 o 10 (0] 1 415
02-nov 10 o 10 (0] 1 430
05-nov 280 o 280 (0] o 505
07-oct 95 o 95 (0] 1,5 557
09-oct 60 o 60 (0] 1 595
11-oct 60 o 60 (0] 1 1050
13-oct 60 o 60 o 1 1416
Promedio 82,1 (0} 82,1 82,1 0,9 709,9
Nitrégeno acumulado en el medio
Nitrégeno capturado como NHs (mol) : 0,344 NHs + NOz + NOs (mol): 0,088

Tabla 7-3. Concentraciones de acido sulfhidrico en la entrada y salida del sistema de biofiltracion.

Biofiltro de escurrimiento en un lapso de 16 dias, se muestra ademas los datos de las concentraciones de

sulfatos en el medio recirculante, informacion relacionada a la Figura 4.8

Fecha Entrada Salida Diferencia Sulfatos en
(ppmv) (ppmv) (ppmv) medio (ppm)
28-oct 62 5 57 970
30-oct 78 40 38 1190
04-nov 118 40 78 4650
07-nov 127 112 15 5350
09-nov 20 o 20 7020
13-nov o o o 9050
Promedio 68 33 35 4705
Azufre retenido en biofiltro como | Azufre acumulado como sulfato
acido sulfhidrico (mol) en medio recirculante (mol)
0,156 0,124
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7.2.2 Datos de capacidad de eliminacion y eficiencia de remocion de amoniaco en el
biofiltro de escurrimiento operando como parte del sistema.

Tabla 7-4. Datos de capacidad de eliminacion y eficiencia de remocién de amoniaco.

Biofiltro de escurrimiento operando en serie como parte del sistema.

Temperatura 20((°C)

PM NH3 17|(g/mol)

Flujo 5|(L/min)

Volumen 5((L)

Octubre-2024 /Enero 2025

Entrada NH3 (ppmv) a BFA| Salida NH3 (ppmv) a BFA Carga Ent (g/m3h) Cap Eliminacion % Remocion

10,00 0,00 0,425 0,425 100,0
10,00 0,00 0,425 0,425 100,0
10,00 0,00 0,425 0,425 100,0
15,00 0,00 0,637 0,637 100,0
16,00 0,00 0,679 0,679 100,0
18,00 0,00 0,764 0,764 100,0
20,00 0,00 0,849 0,849 100,0
20,00 0,00 0,849 0,849 100,0
21,00 0,00 0,892 0,892 100,0
29,00 0,00 1,231 1,231 100,0
30,00 0,00 1,274 1,274 100,0
33,00 0,00 1,401 1,401 100,0
35,00 0,00 1,486 1,486 100,0
37,00 0,00 1,571 1,571 100,0
40,00 0,00 1,698 1,698 100,0
40,00 0,00 1,698 1,698 100,0
55,00 0,00 2,335 2,335 100,0
60,00 0,00 2,547 2,547 100,0
60,00 0,00 2,547 2,547 100,0
65,00 0,00 2,760 2,760 100,0
65,00 0,00 2,760 2,760 100,0
70,00 0,00 2,972 2,972 100,0
80,00 0,00 3,396 3,396 100,0
80,00 0,00 3,396 3,396 100,0
85,00 0,00 3,609 3,609 100,0
85,00 0,00 3,609 3,609 100,0
95,00 0,00 4,033 4,033 100,0
110,00 0,00 4,670 4,670 100,0
130,00 0,00 5,519 5,519 100,0
140,00 0,00 5,944 5,944 100,0
150,00 0,00 6,368 6,368 100,0
150,00 0,00 6,368 6,368 100,0
165,00 2,00 7,005 6,920 98,8
172,00 10,00 7,302 6,878 94,2
180,00 2,00 7,642 7,557 98,9
190,00 25,00 8,066 7,005 86,8
230,00 60,00 9,764 7,217 73,9
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7.2.3 Capacidad de eliminacion y eficiencia de remocién de acido sulfhidrico en el biofiltro
de escurrimiento operando como parte del sistema.

Tabla 7-5. Datos de capacidad de eliminacion y eficiencia de remocién de acido sulfhidrico.

Biofiltro de escurrimiento operando en serie como parte del sistema.

Temperatura 20{(°C)

PM H2S 34|(g/mol)

Flujo 5|(L/min)

Volumen 5((L)

Octubre 2024-Enero-2025

Entrada H2S (ppmv) a BFA| Salida H2S (ppmv) BFA Carga (g/m3/h) Elimininacion(g/m % Remocion

2 0 0,17 0,17 100,00
4 0 0,34 0,34 100,00
6 0 0,51 0,51 100,00
8 0 0,68 0,68 100,00
10 0 0,85 0,85 100,00
11 0 0,93 0,93 100,00
12 0 1,02 1,02 100,00
13 0 1,10 1,10 100,00
15 0 1,27 1,27 100,00
16 0 1,36 1,36 100,00
17 0 1,44 1,44 100,00
19 0 1,61 1,61 100,00
21 0 1,78 1,78 100,00
22 0 1,87 1,87 100,00
23 0 1,95 1,95 100,00
24 0 2,04 2,04 100,00
26 0 2,21 2,21 100,00
28 0 2,38 2,38 100,00
29 0 2,46 2,46 100,00
34 0 2,89 2,89 100,00
35 0 2,97 2,97 100,00
37 0 3,14 3,14 100,00
39 0 3,31 3,31 100,00
a4 0 3,74 3,74 100,00
45 0 3,82 3,82 100,00
46 0 3,91 3,91 100,00
47 0 3,99 3,99 100,00
57 0 4,84 4,84 100,00
62 0 5,26 5,26 100,00
73 2 6,20 6,03 97,26
88 8 7,47 6,79 90,91
101 11 8,58 7,64 89,11
121 30 10,27 7,73 75,21
133 35 11,29 8,32 73,68
145 45 12,31 8,49 68,97
178 99 15,11 6,71 44,38
192 85 16,30 9,09 55,73
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7.2.4 Datos de capacidad de eliminacion y eficiencia de remocion de p-cresol en el biofiltro
fangico operando como parte del sistema completo.

Tabla 7-6. Datos de capacidad de eliminacion y eficiencia de remocién de p-cresol.

Biofiltro de lecho fijo operando en conexién en serie como parte del sistema.

Para-cresol sistema completo
Entra (g/m3h) Elimina(g/m3h) %Remocion
0,20 0,20 100
0,35 0,35 100
0,35 0,35 100
1,15 1,15 100
2,27 2,27 100
3,12 3,12 100
5,30 5,30 100
5,70 5,70 100
5,90 5,90 100
6,23 6,23 100
7,85 7,85 100
4,88 4,88 100
4,90 4,90 100
5,20 5,20 100
5,30 5,30 100
5,70 5,70 100
5,90 5,90 100
6,23 6,23 100
10,19 10,19 100
11,66 11,66 100
12,91 12,91 100
13,00 13,00 100
20,35 20,35 100
27,04 27,00 100
34,61 31,12 90
38,91 37,40 96
49,43 35,00 71
54,29 42,86 79
62,00 41,00 66
72,00 48,00 67
83,00 48,00 58
86,40 74,05 86
96,72 84,33 87
101,55 64,48 64
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7.2.5 Datos de capacidad de eliminacion y eficiencia de remocion de indol en el biofiltro
fangico operando como parte del sistema completo.

Tabla 7-7. Capacidad de eliminacién y eficiencia de remocién de indol.

Biofiltro fungico operando en serie como parte del sistema.

Indol sistema completo

Entra(g/m3h) | Elimina(g/m3h)| %Remocion
0,00 0,00 100,00
0,37 0,37 100,00
0,55 0,55 100,00
0,65 0,65 100,00
0,86 0,86 100,00
1,00 1,00 100,00
1,01 1,01 100,00
1,34 1,34 100,00
1,41 1,41 100,00
2,01 2,01 100,00
2,67 2,67 100,00
3,33 3,33 100,00
4,56 4,56 100,00
5,98 5,98 100,00
6,06 6,06 100,00
6,09 6,09 100,00
7,21 7,21 100,00
7,39 7,39 100,00
7,77 7,77 100,00
8,07 8,07 100,00
9,28 9,28 100,00
9,56 9,56 100,00
10,76 10,29 95,61
12,02 10,40 86,52
12,78 11,89 93,04
13,80 12,50 90,58
14,91 11,50 77,13
15,10 13,00 86,09
15,60 12,00 76,93
17,26 16,29 94,33
20,58 16,20 78,72
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Tabla 7-8. Datos de actividades por zona del biofiltro de lecho fijo operando independientemente.

7.2.6 Actividad enzimatica con el biofiltro operando independientemente.

A Zona Lacasa (u/L) MnP (u/L) VP (u/L)
Superior 24,8 0,6 52
Media 21,8 1,2 54
Inferior 3,4 1,0 13,1

B Zona Lacasa (u/L) MnP (u/L) VP (u/L)
Superior 61,3 0,6 7,3
Media 2,6 1,2 31,0
Inferior 25,9 2,0 12,1

C Zona Lacasa (u/L) MnP (u/L) VP (u/L)
Superior 14,3 1,0 7,3
Media 6,3 1,2 7,4
Inferior 6,0 0,4 13,5
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7.2.7 Analisis estadistico para las mediciones de actividades enzimaticas para el biofiltro
fangico operando en serie con el biofiltro bacteriano.

Test de Independencia:
Nivel de Medicion Ho: ELtiempo, es independiente del nivel de medicion
Tiempo Arriba Medio Abajo Total
1|{Primera 0,043 0,043 0,086 0,171 0,02584127| 0,06808349| 0,07731525 0,171
2[Segunda 0,470 0,042 0,200 0,712 0,10744559| 0,2830848| 0,32146961 0,712
3|Tercera 0,256 0,256 0,171 0,683 0,10306929| 0,27155466| 0,30837604 0,683
4|Cuarta 0,043 0,769 0,128 0,940 0,14191872| 0,37391049| 0,42461078 0,940
5[Quinta 0,214 1,282 1,752 3,248 0,49020541| 1,29153465| 1,46665994 3,248
6|Sexta 0,214 0,043 0,641 0,897 0,13540861| 0,35675842| 0,40513298 0,897
7|Septima 0,042 0,940 0,855 1,838 0,27729111| 0,73057349| 0,8296354 1,838
Total 1,281 3,376 3,833 8,490 1,281 3,376 3,833 8,490
RC={ X2 > xz(o,ss, 12) }
0,99188657 < 21,0261
Testde Independencia:
Nivel de Medicion Ho: ELtiempo, es independiente del nivel de medicion
Tiempo Arriba Medio Abajo Total
1|Primera 0,043 0,510 0,214 0,767 0,17397047| 0,39356436| 0,19946517 0,767
2[Segunda 0,342 0,042 0,086 0,470 0,10660511| 0,24116721| 0,12222768 0,470
3|Tercera 0,385 3,248 0,214 3,847 0,87257418| 1,97397924| 1,00044658 3,847
4|Cuarta 0,086 6,497 1,881 8,464 1,91968588| 4,34280564| 2,20100848 8,464
5|Quinta 3,550 2,780 1,880 8,210 1,86218717| 4,21272928| 2,13508355 8,210
6[Sexta 2,009 2,179 2,990 7,178 1,62810956| 3,68318767| 1,86670276 7,178
7|Septima 0,556 0,513 0,727 1,796 0,40736762| 0,9215666| 0,46706578 1,796
Total 6,971 15,769 7,992 30,732 6,971 15,769 7,992 30,732
RC={X" > X512}
0,68433573 < 21,0261
Testde Independencia:
Nivel de Medicion Ho: ELtiempo, es independiente del nivel de medicion
Tiempo Arriba Medio Abajo Total
1|Primera 0,043 0,043 0,171 0,257 0,01033492| 0,21255056| 0,03411452 0,257
2|Segunda 0,043 0,085 0,257 0,385 0,01548228| 0,31841232| 0,05110541 0,385
3|Tercera 0,342 5,984 0,043 6,369 0,25612107| 5,26744947| 0,84542946 6,369
4|Cuarta 0,043 1,881 0,171 2,095 0,08424771| 1,73265923| 0,27809306 2,095
5|Quinta 0,043 0,427 0,257 0,727 0,02923134 0,601179| 0,09648966 0,727
6[Sexta 0,000 2,992 0,812 3,804 0,15297695| 3,1461618| 0,50496125 3,804
7|Septima 0,043 0,043 0,128 0,214 0,00860573| 0,17698763| 0,02840664 0,214
Total 0,557 11,455 1,839 13,851 0,557 11,455 1,839 13,851
RC={X* > Xioss1z}
0,98238986 < 21,0261

Conclusién: Entodos los casos se concluye
que no existe efecto del tiempoenel
nivel de medicion, con un 95% de confianza
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Correlacion (Pearson)

Lacasa Matriz de correlacion

Nivel de Medicion

Tiempo Arriba Medio Abajo

Primera 0,043 0,043 0,086 Arriba Medio Bajo

Segunda 0,470 0,042 0,200 Arriba 1

Tercera 0,256 0,256 0,171 Medio -0,3627 1

Cuarta 0,043 0,769 0,128 Bajo -0,0122 0,7452 1

Quinta 0,214 1,282 1,752

Sexta 0,214 0,043 0,641

Septima 0,042 0,940 0,855 Obs: Existe una asociacion significativa,de un 74.52% en los comportamientos
Total 1,281 3,376 3,833 de los nivel Medio y Bajo.

Matriz de correlacion

Nivel de Medicion

Tiempo Arriba Medio Abajo

Primera 0,043 0,510 0,214 Arriba Medio Bajo

Segunda 0,342 0,042 0,086 Arriba 1

Tercera 0,385 3,248 0,214 Medio 0,0381 1

Cuarta 0,086 6,497 1,881 Bajo 0,6153 0,4736 1

Quinta 3,550 2,780 1,880

Sexta 2,009 2,179 2,990

Septima 0,556 0,513 0,727 Obs: Existe una asociacion fuerte de un 61.53% en los comportamientos
Total 6,971 15,769 7,992 de los nivel Arriba y Bajo.

Matriz de correlacion

Nivel de Medicion

Tiempo Arriba Medio Abajo

Primera 0,043 0,043 0,171 Arriba Medio Bajo

Segunda 0,043 0,085 0,257 Arriba 1

Tercera 0,342 5,984 0,043 Medio 0,7956 1

Cuarta 0,043 1,881 0,171 Bajo -0,5029 0,0426 1

Quinta 0,043 0,427 0,257

Sexta 0,000 2,992 0,812

Septima 0,043 0,043 0,128 Obs: Existe una asociacion significativa de un 79.56% en los comportamientos
Total 0,557 11,455 1,839 de los nivel Arriba y Medio.

La Correlacion, nos indica el grado de asociaci6n entre las variable,
en este caso, los Niveles, medidas en el Tiempo, por semana.

Conclusion: Laasociacion mas signficativa, se puede ver,
En los niveles;

Medio-Bajo 74.52% *
Arriba-Bajo 61.53%
Arriba-Medio 79.56% *

*): Significativa
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